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p r o d u c t s T hi s i n v e s t i g a t i o n st u d ie d t h e r e l a t i v e t o x i c i t y o f p r o d u c t s f o r m e d a s a r e s u l t o f
T N T t r a n s fo r m a t i o n b y a n a e r o b i c m i c r o b i a l c o n s o r t i a u s i n g t he M i c r o t o x ® a s s a y , a
b a c t e ri a l b i o a s s ay s y s t e m th at i s o ft e n u s e d t o a s s e s s w a s t e w a t e r t o x i c i t y
L a b o r a t o r y e x p e ri m e n t s s t u dy i n g t h e b i o t r a n s f o r m at i o n o f T N T by c o m e t a b o l i sm
w i t h m o l a s s e s h a v e b e e n p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e t h e f e a s i b i l i t y o f l a r g e - s c a l e b i o l o g i c a l
t r e a tm e n t o f T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l a n d w a t e r K in e t i c m o d e l i n g o f T N T c o m e t a b o l i s m
i s u s e f u l f o r t h e d e v e l o p m e n t o f b i o l o g i c a l r e a c t o r s a n d h a s n o t b e e n s t u di e d e x t e n s i v e l y
B a t c h t r a n s f o r m a t i o n e x p e ri m e n t s w i t h
"
r e s t i n g c e l l s
"
(o r g a n i s m s in t h e a b s e n c e o f t h e
g r o w t h s u b s t r a t e , m o l a s s e s ) w e r e c o n d u c t e d i n t h i s i n v e s t ig a t i o n t o m o d e l t h e k i n e t ic
p a r a m e t e r s o f T N T c o m e t a b o l i s m w he n m o l a s s e s i s u s e d a s a c a r b o n s o u r c e
T h e a b i l i t y o f m i c r o o r g a n i sm s t o b i o t r a n s f o r m n it r o a r o m a t i c s a p p e a r s t o b e
u b i q u i t o u s , f o r d e g r a d a t i o n h a s b e e n a c h i e v e d b y m i c r o o r g a n i s m s in w a s t ew a t e r e f f l u e n t ,
a c t iv a t e d s l u d g e , a n d e n v i r o n m e n t a l s o il s a m p l e s (H a l l a s e t a l 19 83 ; C a r p e n t e r e t a l 1 9 7 8 ,
F u n k e t a l 199 3) A v a r i e t y o f m i c r o o r g a n i s m s h a v e a n i t r o - r e d u c t a s e p r o v i d i n g t h e m t h e
m e a n s o f r e d u c i n g t h e n i t r o g r o u p o f T N T t o a n a m i n o g r o u p w h e n a n e x t e r n a l c a r b o n
s o u r c e i s p r o v i d e d , b u t n o t w h e n T N T i s t h e s o l e c a r b o n s o u r c e (S p a n g g o r d e t a l 19 8 0 )
I n m o s t s t u d i e s
,
h o w e v e r
,
t h e m i c r o bi a l c o m m u n i t i e s a r e a c c l im a t e d t o t h e n i t r o a r o m a t i c
c o m p o u n d o f i n t e r e s t b e f o r e bi o l o g i c a l t r a n s f o r m a t i o n e x p e r im e n t s a r e p e r f o r m e d . T h e
a b i li t y o f m i c r o o r g a n i s m s n o t a c c l im a t e d t o T N T t o c o m e t a b o li z e T N T w a s s t u d i e d i n t h i s
i n v e s t i g a t i o n K i n e t i c p a r a m e t e r s o f T N T t r a n s f o r m a t i o n w e r e c o m p a r e d b e t w e e n a
m i c r o b i a l c o n s o r t iu m d e r i v e d f r o m T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l a n d a c o n s o r t i u m d e r i v e d fr o m
a n a c t iv a t e d s l u d g e sy s t e m B o t h b a c t e r ia l c o m m u n it i e s w e r e e n r i c h e d o n m o l a s s e s b e f o r e
p e r f o r m i n g
"
r e s t in g c e l l
"
e x p e r im e n t s
2 . B A C K G R O U N D A N D L I T E R A T U R E R E V I EW
2 . 1 P h y s i c a l a n d C h e m i c a l P r o p e r t i e s o f 2 , 4 , 6 T r i n i t r o t o l u e n e (T N T )
R e l e v a n t p r o p e r t i e s o f T N T a r e s u m m a r iz e d i n T a b l e 2 1 1
T a b l e 2 . 1 . 1
P h y s i c a l a n d C h e m i c a l P r o p e r t i e s o f T N T (U r b a n s k i 1 9 8 4 ; G o r o n t z y 19 9 4 ) .
M o l e c u l a r F o r m u l a : C 7H 5O 6N 3
St r u c t u r a l F o r m u l a :
C H 3
N O 2
N O 2
M o l e c u l a r w e i g ht 2 2 5 15
So l u b i l it y i n W a t e r a t 2 5
° C (m g / L ) 1 30
L o g K o w 1 9 7
V a p o r P r e s s u r e (2 0
° C ) 0 7 5 X 1 0
' ^
P a
H e n r y
'
s C o e fi c i e n t a t 2 0 ° C * 1 1 X 10
' ^
*
H (d im e n s i o n l e s s )= c o n c e n t r a t i o n in a i r (m a s s / v o lu m e )/ c o n c e n t r a t i o n
i n w a t e r (m a s s / v o lu m e ) a t e q u i l i b r iu m
T N T i s t h e m o s t w i d e ly u s e d m i l i t a r y e x p l o s iv e b e c a u s e o f i t s l o w m e lt i n g p o i n t ,
i t s s t a b i li t y , a n d l o w s e n s i t iv i t y t o im p a c t , f r i c t i o n , a n d hi g h t e m p e r a t u r e s (U r b a n s k i 19 8 4 )
D u r i n g t h e t w o W o r l d Wa r s , m i l l i o n s o f t o n s o f T N T w e r e p r o du c e d a n d u s e d m a i n l y a s
a n in g r e d i e n t i n b i n a r y e x p l o s i v e s
T N T i s r e l a t i v e l y in s e n s i t iv e t o s h o c k a n d e l e c t r o s t a t i c e n e r g y A 2 k il o g r a m
w e i g h t m u s t d r o p 1 3 m e t e r s o n t h e T N T f o r d e t o n a t i o n (U r ba n s k i 1 9 8 4 )
2 . 2 A b i o t i c T r a n s f o r m a t i o n s
T N T u n d e r g o e s p h o t o l y s i s i n t h e p r e s e n c e o f s u n l i g h t a n d w a t e r P h o t o ly s i s l e a d s
t o t h e f o r m a t i o n o f a
"
p i n k w a t e r
"
, a n u n d e fi n e d m i x t u r e o f di f f e r e n t p r o du c t s
Sp a n g g o r d e t a l ( 1 9 8 0 ) i d e n t ifi e d a n u mb e r o f T N T t r a n s fo r m a t io n p r o d u c t s t o b e
d i n i t r o a n t hr a n i l s , a m i n o di n i t r o t o l u e n e s , d i a m i n o n it r o t o l u e n e s , t r i n i t r o b e n z a l d e h y d e ,
t r in i t r o b e n z y l a l c o h o l , t r i n i t r o b e n z e n e , a n d c o n d e n s e d a z o a n d a z o x y d e r i v a t i v e s
T h e r a t e o f T N T p ho t o l y s i s i n c r e a s e s i n t h e p r e s e n c e o f n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r
(Sp a n g g o r d e t a l 19 8 5 ) H o w e v e r , T N T se e m s t o b e p e r s i s t e n t i n s t e r i l e s o i l H y d r o l y s i s
a n d e v a p o r a t io n d o n o t a p p e a r t o p l a y a s ig n i fi c a n t r o l e i n t h e l o s s o f T N T
2 . 3 B i o c h e m i s t r y o f T N T M i c r o b i a l T r a n s f o r m a t i o n s
M c C o r m i c k e t a l ( 19 7 6 ) th o r o u g hl y i n v e s t i g a t e d t h e b i o c h e m i st r y o f b a c t e r i a l
t r a n s fo r m a t i o n o f 2
,
4
,
6 t ri n i t r o t o l u e n e u n d e r a e r o b i c a n d a n a e r o b i c c o n d it i o n s D e p e n d i n g
o n t h e r e d u c i n g p o t e n t i a l o f t he s y s t e m , o n e , tw o , o r t hr e e o f t h e n i t r o g r o u p s c o u l d b e
r e d u c e d t o a m in o g r o u p s T he p a r a n i t r o g r o u p a p p e a r s t o be t h e m o s t s u s c e p t i b l e t o
i n i t i a l r e d u c t i o n (K a p l a n 1 9 9 0 ) A p r o p o s e d p a t h w a y f o r T N T t r a n s f o r m a t i o n i s sh o w n i n
F i g u r e 2 3 1 T hi s p a t hw a y i s s im i l a r t o t h a t f o u n d i n s u c c e s s i v e s t u di e s w i t h t h e
t h e r m o p h i l i c b i o t r a n s fo r m a t io n o f T N T i n a c o m p o s t i n g p r o c e s s (K a p l a n a n d K a p l a n
19 82 b ) M c C o r m i c k e t a l ( 1 9 7 6 ) f o u n d t h a t t h e hy d r o x y l a m i n o c o m p o u n d m a y u n d e r g o
n o n e n z y m a t i c o x i d a t i o n t o t h e a z o x y c o mp o u n d i n a n a e r o b i c e n v i r o n m e n t A z o x y
c o m p o u n d s w e r e a l s o o b se r v e d i n T N T d e g r a d a t i o n by C h a n n o n e t a l . ( 19 4 4 ) a n d W o n e t
a l ( 1 9 7 3 ) i n p r e v i o u s s t u d i e s
C e l l e x t r a c t s
,
fi ' e e o f a n a e r o b i c o r g a n i s m s , C . p a s t e u r i a n u m , V . a l k a l e s c e n s , a n d E .
c o l i , w e r e a b l e t o r e du c e a l l t hr e e n i t r o g r o u p s t o t h e c o r r e s p o n di n g a m i n o g r o u p s i n t h e
p r e s e n c e o f m o le c u l a r h y d r o g e n (M c Co r m i c k e t a l 19 7 6 ) . Wi t h o u t t h e a d d e d hy d r o g e n
d o n o r
,
t h e s e o r g a n i s m s d i d n o t g e n e r a t e e n o u g h r e d u c i n g p o w e r t o r e du c e t h e t h i r d n it r o
g r o u p A e r o b i c E . c o l i a n d p se u do m o n a d s t r ai n F R 2 c o u l d r e d u c e t w o o f t h e n i t r o g r o u p s
bu t n o t t h e t h i r d T r a n s f o r m a t i o n t o t ri a m i n o t o lu en e w a s a l s o d e m o n s t r a t e d i n a
D e s u lf o v i b h o s p ( B s t r a i n ) (B o o p at h y e t a l 19 9 2 ) I n t h i s i n v e s t ig a t i o n , t h e
t ri a m i n o t o l u e n e w a s r e d u c t i v e ly d e a m i n a t e d t o t o lu e n e , u s i n g T N T a s t h e s o l e s o u r c e o f
n i t r o g e n fo r g r o w t h U n d e r n i t r o g e n r i c h c o n d i t i o n s , T N T w a s n o t c o n v e r t e d b e y o n d
d i a m i n o n i t r o t o l u e n e A l t h o u g h t h e i s o l a t e d i d n o t m i n e r a l i z e t h e T N T , B o o p a t h y e t a l
( 1 9 9 2 ) s u g g e st e d t ha t i t m i g ht b e p o s s ib l e t o u s e t o lu e n e - d e g r a d i n g , d e n i t r i fy i n g b a c t e r i a
f o r c o m p l e t e d e g r a d a t i o n o f T N T u n d e r a n a e r o b i c c o n d it i o n s
St u d i e s c l a im i n g m i n e r a l i z a t i o n o f T N T w e r e n o t r e p o r t e d u n t i l t h e p a s t s e v e r a l
y e a r s T h e fu n g u s P h a n e r o c ha e t e c h r y s o sp o r i u m m i n e r a l i z e d 10 t o 5 0 % o f t h e a d d e d
T N T i n s o i l o r " p i n k w a t e r
"
(F e r n a n d o e t a l 1 9 9 0 ; T s a i e t a l 1 9 9 0 ; Sp i k e r 1 9 9 2 ) T s a i e t
a l ( 1 9 9 0 ) f o u n d t ha t p r e t r e a t m e n t o f
"
p i n k w a t e r
"
w i t h U V i r r a d i a t i o n e n h a n c e d t he
m i n e r a l iz a t i o n r a t e o f T N T C o n c e n t r a t i o n s o f T N T a b o v e 2 0 m g/ L , h o w e v e r , w e r e f o u n d
t o b e i n h i b i t o r y M i c h e l s a n d G o t t s c h a l k ( 19 9 4 ) r e c e n t l y sh o w e d t h a t w he n in i t i a l T N T
c o n c e n t r a t i o n s w e r e a b o v e 2 0 m g / L , 2 - hy d r o x y l a m i n o - 4 , 6 - d i n i t r o t o l u e n e a n d 4 -
h y d r o x y l a m i n o - 2 , 6 - d i n i t r o t o l u e n e in h i b it e d t h e l i g n i n p e r o x i d a s e o f P . c h r y s o s p o r i u m
A P s e t i d o m o r m s s p (c l o n e A ) w a s i s o l a t e d t h a t w a s a b l e t o u t i li z e T N T a s a
n i t r o g e n s o u r c e v i a t h e e l im a t i o n o f n i t r o g r o u p s a n d t h e p r o d u c t i o n o f 2 , 4 a n d 2 , 5 -
d i n i t r o t o l u e n e
,
2 - n i t r o t o lu e n e , a n d t o l u e n e (D u q u e e t a l 1 9 9 3 ) A ft e r a p l a s m i d c a r r y in g
g e n e s c o d in g f o r t h e d e g r a d a t i o n o f t o l u e n e (T O L p l a s m i d pWW 9 - K m ) w a s t r a n s f e r r e d t o
t h e i s o l a t e
,
t he t r a n s c o n j u g a n t b a c t e r iu m w a s a b l e t o m i n e r a l i z e T N T T hi s p a t h w a y ,
h o w e v e r
,
i n w h i c h t h e n i t r o - g r o u p i s r e l e a s e d a s n i t r i t e d o e s n o t a p p e a r t o b e a m a j o r
p a t h w a y f o r t h e b i o t r a n s f o r m a t i o n o f T N T
I n s u mm a r y , T N T s e e m s t o b e r e a d i l y d e g r a d e d t o a m i n o , d i a m i n o , a n d a z o x y
c o mp o u n d s (u n d e r a e r o b i c c o n d i t i o n s ) St il l , t h e b i o l o g ic a l d e g r a d a t i o n o f T N T c a n n o t b e
c o n s i d e r e d c o m p l e t e u n t i l a l l o f t h e n i t r o g r o u p s h a v e b e e n r e m o v e d , t h e a r o m a t i c r in g h a s
b e e n c l e a v e d , a n d c o m p l e t e m i n e r a l i z a t i o n h a s b e e n r e p o r t e d R e p o r t s o f T N T
m i n e r a l iz a t i o n a r e r a r e ; w h e n m i n e r a l i z a t i o n w a s r e p o r t e d , i n c o m p l e t e r e m o v a l o f t h e
p a r e n t c o m p o u n d o c c u r r e d (D u q u e e t a l 1 9 9 3 ; B r a d l e y e t a l 1 9 94 ; B o o p a t h y e t a l
1 9 9 4 c )
\ " V ^ - * * * :
N H O H
n^ ^
F ig u r e 2 . 1
P r o p o s e d p a t h w a y f o r t h e b i o t r a n s f o r m a t i o n o f 2 , 4 , 6 t r i n i t r o t o lu e n e
[I ] 2 , 4 , 6 - t r i m t r o t o l u e n e ; [ 11] 2 , 2
'
,
6
,
6
'
- t e t r a n it r o - 4 , 4
'
- a z o x y t o l u e n e ;
[I I I ] 4 , 4
'
,
6
,
6
'
- t e t r a n i t r o - 2
,
2
'
- a z o x y t o l u e n e ; [ I V ] 4 , 2
'
,
6
,
6
'
- t e t r a n i t r o - 2
,
4
'
-
a z o x y t o lu e n e ; [V ] 2 - h y d r o x y la m i n o - 4 , 6 - d i n i t r o t o l u e n e ; [ V I ] 4 - h y dr o x y l a m in o -
2
,
6 - d i n i t r o t o l u e n e ; [ V I I ] 2 - a n i in o - 4 , 6 - d i n i t r o t o l u e n e , [ V I I I ] 2 - a m i n o - 2 , 6 -
d i n i t r o t o l u e n e ; [ I X ] 2 , 6 - d i a m i n o - 6 - n i t r o t o lu e n e ; [X ] 2 , 4 - d i a m i n o - 6 -
n i t r o t o l u e n e ; [X I ] 2 , 4 , 6 - t r i a m i n o t o l u e n e (M c Co r m i c k e t a l 19 7 6 )
•2 . 4 C o m e t a b o l i s m o f T N T
Se v e r a l s t u d i e s h a v e r e p o rt e d t h e b i o lo g i c a l t r a n s f o r m a t io n o f T N T by
c o m e t a b o l i sm I n t h e p r e s e n c e o f g l u c o s e o r y e a s t e x t r a c t , T N T w a s c o m e t a b o l i z e d t o
a m i n o d i n it r o t o l u e n e s
,
d ia m i n o n i t r o t o l u e n e s
,
a n d a z o x y c o m p o u n d s b y P s e u d o m o n a s s p Y
(W o n e t a l 1 9 7 3 ) Sim i l a r r e s u lt s w e r e r e p o rt e d b y T r a x l e r e t a l ( 1 9 7 4 ) a n d O sm o n e t a l
( 1 9 72 )
T h e t r a n s f o r m a t i o n o f T N T by a a n a e r o b ic ba c t e r i a l c o n s o rt i u m e n r i c h e d fr o m
T N T - c o n t a m in a t e d s o i l w a s a c c o m p l i s h e d by c o m e t a b o l i sm w i t h v a r i o u s su b s t r a t e s
i n c l u d i n g s u c c i n at e , a c et a t e , c i t r a t e , g l u c o s e , a n d m o l a s s e s (B o o p a t h y e t a l 19 9 4 a )
Su b s e q u e n t s t u d i e s s h o w e d 10 0 % t r a n s fo r m a t i o n o f 10 0 p pm T N T w i t hi n 12 h o u r s w h e n
m o l a s s e s w a s u s e d a s a c o s u b s t r a t e
,
w h e r e a s c u l t u r e s w it h o t h e r c a r b o n s o u r c e s t o o k
m o r e t h a n 10 0 h o u r s t o t r a n s f o r m t h e s a m e a m o u n t o f T N T (B o o p a t hy e t a l 19 94 b ) I t i s
u n k n o w n w hy m o l a s s e s h a d s u c h a s t im u l a t o r y e f f e c t o n T N T m e t a b o l i s m r e l a t i v e t o t h e
o t h e r c a r b o n s o u r c e s
2 . 5 B i o r e m e d i a t i o n o f T N T
Se v e r a l s t u d i e s h a v e i n v e s t i g a t e d c o m p o s t i n g o f T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l s a s a
p o s s i b l e t r e a t m e n t a l t e r n a t i v e T h e r e d u c t i o n p r o d u c t s i d e n t i fi e d i n a t h e r m o p hi l i c
c o m p o s t s y s t e m w e r e s im i l a r t o m e t a b o li t e s f o u n d i n m e s o p hi l i c s y s t e m s (K a p l a n a n d
K a p l a n 19 82 b ) A ft e r 9 1 d a y s , a m i n o , d i a m i n e a n d a z o x y c o m p o u n d s w e r e i d e n t i fi e d i n
s o l v e n t e x t r a c t s A s i g n ifi c a n t p e r c e n t a g e o f t h e
' ' ^
C w a s fo u n d in t h e o r g a n i c m a t t e r
fr a c t i o n s a ft e r s o l v e n t e x t r a c t io n F u rt h e r m o r e
,
a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f T N T
t r a n s f o r m a t i o n p r o d u c t s w a s f o u n d t o b e b o u n d i n t o h u m i c a c i d a n d h u m i n a s t h e c o m p o s t
s t a b il iz a t i o n p r o c e s s p r o g r e s s e d A d d i t i o n a l s t u d i e s e v a lu a t i n g i n t e r a c t i o n s b e t w e e n s o i l
a n d T N T f o u n d t h a t a r y l - a m i n o b i o t r a n s f o r m a t i o n p r o du c t s i n t e r a c t e d w i t h hu m i c m a t e r i a l
t o fo r m c o n j u g a t e s w h e r e a s T N T i t s e l f w a s r e l a t iv e ly u n r e a c t iv e (K a p la n a n d K a p l a n
19 8 3 ) T hu s , t h e b i n d i n g o c c u r r e d a ft e r b i o t r a n s f o r m a t i o n o f t h e T N T .
K a p l a n a n d K ap l a n ( 19 8 2 a ) a l s o i n v e s t i g a t e d t h e p o s s i b i l it y o f u s i n g a m i n o
s u r fa c t a n t s a s a t r e a t m e n t a l t e rn a t i v e I t w a s f o u n d t h a t t h e s e s u r f a c t a n t s r e s u l t i n
c o m p l e x a t i o n p r o du c t s w it h T N T t ha t a r e i n s o lu b l e in w a t e r a n d n o n e x p l o s i v e u n d e r
a l k a l i n e c o n d i t i o n s H o w e v e r
,
e x c e s s i v e c o n c e n t r a t i o n s o f s u r f a c t a n t s w o u l d b e r e q u i r e d
t o im m o b i l i z e t h e T N T
,
a n d d e t e c t e d a m i n o r e d u c t i o n p r o du c t s w e r e n o t a f f e c t e d b y t h e
s u r f a c t a n t F u r t h e r m o r e
,
t h e A m e s s c r e e n i n g t e s t r e v e a l e d t ha t t h e s u r f a c t a n t - T N T
c o m p l e x e s e x h i b it e d h i g h e r m u t a g e n i c p o t e n t i a l t h a n T N T it s e l f
B i o r e m e d i a t i o n o f T N T - c o n t a i n i n g s o i l s w a s i n v e s t i g a t e d u t i l i z i n g a p r o c e du r e f o r
t h e s t r i c t a n a e r o b i c m i c r o b i a l b i o r e m e d ia t i o n o f n i t r o a r o m a t i c h e r b i c i d e - c o n t a m i n a t e d s o i l s
(F u n k e t a l 1 9 9 3 ) R e m o v a l o f p a r e n t T N T m o l e c u l e s w a s a c h i e v e d w i t hi n 4 d a y s a n d t h e
r e du c e d a m i n o in t e r m e di a t e s f o r m e d fr o m T N T w e r e c o m p l e t e l y r e m o v e d in 2 4 d a y s
P o l y m e r i z a t i o n o f t he T N T in t e r m e di a t e s w a s o b s e r v e d a t a l k a l in e p H u n d e r a e r o b i c o r
a n a e r o b i c c o n d it i o n s W i t h n e u t r a l t o s l i g h t l y a c i di c pH , h o w e v e r , n o p o ly m e ri z a t i o n w a s
o b s e r v e d u n d e r a n a e r o b i c c o n d i t i o n s C o mp l e t i o n o f t h e fi r s t s t a g e o f r e m e d i a t i o n
r e s u l t e d i n s o i l s c o n t a i n i n g m e th y l p hl o r o g l u c i n o l a n d p - c r e s o l b u t w i t h o u t a n y TN T o r
a m i n o a r o m a t i c c o m p o u n d s
T he p o t e n t i a l f o r a n a c t iv a t e d s l u dg e sy s t e m t o r e m o v e T N T w a s e v a l u a t e d u s i n g
r a d i o i s o t o p e s (C a r p e n t e r e t a l 19 7 8 ) Si g n i fi c a n t
"
CO 2 w a s n o t f o r m e d a n d th e
r a d i o a c t iv i t y w a s e q u a l ly d i v i d e d b e t w e e n t h e b i o m a s s fl o e a n d t h e s u p e r n a t a n t T h e
m a j o ri t y o f t h e
' "^
C i n t h e b i o m a s s fl o e w a s a s s o c i a t e d w i t h l i p i d a n d p r o t e in p r e c i p i t a t e s
T h e i n fr a r e d s p e c t r a a n d s o l u b il i t y p r o p e r t i e s o f t h e s e p r e c i p it a t e s s u g g e s t e d t h a t
p o l ym e ri c c o n j u g a t e s w e r e f o r m e d b y t h e r e a c t i o n o f T N T b i o t r a n s f o r m a t i o n p r o d u c t s
w i t h th e l ip i d s , f a t t y a c id s , a n d p r o t e i n c o n s t i t u e n t s o f t h e m i c r o b i a l fl o r a
T h e p o t e n t i a l f o r i n s i t u b i o d e gr a d a t i o n o f T N T b y m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s
i n d i g e n o u s t o s u r f a c e s o il s a n d a q u i fe r m a t e ri a l s fr o m a m u n i t i o n s p l a n t h a s a l s o b e e n
i n v e s t i g a t e d (B r a dl e y e t a l 19 9 4 ) T h e T N T w a s c o m p l e t e l y t r a n s f o r m e d w i t h i n 6 0 d a y s
a n d s ig n i fi c a n t d e g r a d a t i o n o f T N T t o c a r b o n d i o x i d e o c c u r r e d w it h i n 3 5 da y s . 1 1 , 6 . 5
a n d 1% o f t h e [
' " C JT N T w a s m i n e r a l iz e d i n m i c r o c o s m s c o n t a in i n g u n c o n t a m i n a t e d
su r fa c e s o i l
,
c o n t a m i n a t e d s u r f a c e s o il a n d a q u i f e r m a t e ri a l s , r e sp e c t i v e l y
T h e u s e o f a fi x e d - fi lm r e a c t o r t o t r e a t T N T - c o n t a m i n a t e d g r o u n dw a t e r b y t h e
fi i n g u s P h a n e r o c h a e t e c h r y s o sp o r i u m w a s in v e s t ig a t e d by A r g o n n e N a t i o n a l L a bo r a t o r y
(M o n t e m a g n o 19 9 1 ) T h e T N T w a s c o m p l e t e l y t r a n s f o r m e d b u t o n l y 2 . 5% o f t h e T N T
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•w a s m i n e r a l iz e d A r g o n n e N a t i o n a l L a b o r a t o r y i s p r e s e n t l y c o n d u c t i n g l a b o r a t o r y a n d
p i l o t s c a l e s o i l s lu r r y e x p e r im e n t s f o r t he bi o r e m e d i at i o n o f T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l s u s i n g
b a c t e r i a fr o m T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l L a b o r a t o r y e x p e r im e n t s w i t h r a d i o l a b e l e d T N T
s ho w e d t h a t 2 3 % o f t h e T N T w a s m i n e r a l iz e d , 2 7% w a s i n c o r p o r t a t e d i n t o c e l l u l a r
m a t e r i a l , a n d 8 % w a s a d s o r b e d t o t h e s o i l T h e r e s t o f t h e T N T w a s a c c o u n t e d f o r a s
i n t e r m e d i a t e s A z o x y c o mp o u n d s w e r e n o t f o r m e d b e c a u s e t h e r e a c t o r s w e r e k e p t s l i g ht l y
a c i d i c
,
a s d e m o n s t r a t e d b y F u n k e t a l ( 1 9 9 3 )
So i l s l u r r y r e a c t o r s w e r e a l s o e v a l u a t e d i n p i l o t s c a l e s t u d i e s u s i n g t h e J R
Sim p l o t A n a e r o b i c B i o r e m e d i a t i o n (S A B R E ™) p r o c e s s t o b i o r e m e d i a t e TN T -
c o n t a m i n a t e d s o i l s (U SE P A 19 9 5 ) C o n t a m i n a t e d s o i l w a s m i x e d w i t h w a t e r t o f o r m a
s l u r r y i n a 1 ; 1 r a t io (b y w e i g h t ) T he f e e d c o n s i s t e d o f a p o t a t o - p r o c e s s i n g s t a r c h b y ¬
p r o d u c t a n d a p h o s p h a t e b u f f e r s o l u t i o n t o c o n t r o l t h e p H U n l i k e t h e s t u d i e s a t A r g o rm e
N a t i o n a l L a b o r a t o r y , t h e r e a c t o r s di d n o t u t i l iz e m i c r o o r g a n i s m s i n d i g e n o u s t o t h e
c o n t a m i n a t e d s o i l I n s t e a d , t h e r e a c t o r s w e r e i n o c u l a t e d w it h m i c r o o r g a n i sm s u s e d i n
p r e v i o u s b i o r e m e d i a t i o n s t u d i e s A ft e r 9 m o n t h s o f in c u b a t i o n , 9 9 p e r c e n t o f t h e T N T
w a s t r a n s f o r m e d M e t a b o l i t e s o f T N T d e g r a d a t i o n (s p e c i f i c a l l y , a m i n o a n d d i a m i n o
d e r i v a t iv e s ) i n c r e a s e d in i t i a l l y a n d d e c r e a s e d b e l o w t h e a n a l y t ic a l d e t e c t i o n l im i t s a t t he
t e r m i n a t i o n o f t he s t u d y
2 . 6 M i c r o t o x ® A s s a y
M a n y b i o l o gi c a l m e th o d s a n d a s s a y s h a v e b e e n d e v e l o p e d fo r d e t e r m i n i n g t o x i c i t y
i n a q u a t i c e n v i r o n m e n t s u s i n g a v a r i e t y o f o r g a n i sm s i n c lu d i n g a l g a e , fi s h , i n s e c t s , a n d
p r o t o z o a (B r i n g m a n n a n d K u hn 19 8 0 ; Z w a r t e t a l 1 9 8 3 ) M o s t o f t h e t r a d i t i o n a l a c u t e
t o x i c i t y m e a su r e m e n t s , h o w e v e r , a r e t im e c o n s u m i n g , r e q u i ri n g a 9 6 h o u r e x p o s u r e li m i t ,
a n d v e r y e x p e n s i v e (I n d o r a t o e t a l . 19 84 ) B a c t e ri a l a s s a y s a r e m o r e r a p i d (3 0 m i n u t e s t o
24 h o u r s ) , i n e x p e n s i v e a n d o f fe r s t a t i s t i c a l a d v a n t a g e s i n u s i n g a l a r g e n u m b e r o f b a c t e ri a
v e r s u s a s m a l l e r n u m b e r o f o r g a n i s m s a s in n o n - b a c t e ri a l b i o a s s a y s (Qu r e s h i e t a l 19 84 )
B a c t e ri a p o s s e s s m a n y o f t h e s a m e b i o c h e m i c a l p a t hw a y s p r e se n t i n h i g h e r
10
o r g a n i s m s a n d g e n e r a l l y e l i c i t a t o x i c r e s p o n s e t o m a n y c h e m i c a l s t hr o u g h m e c h a n i s m s
s im i l a r t o t h a t o f h ig h e r o r g a n i s m s
T h e b a c t e r i a l a s s a y
" M i c r o t o x " i s b a s e d o n m o n i t o r i n g c h a n g e s i n n a t u r a l l ig ht
e m i s s i o n fr o m t h e l u m i n e s c e n t b a c t e r i u m Vi b r i o fi s c h e r i w h e n c h a l l e n g e d w i t h a t o x i c
s u b s t a n c e T h e r e l a t i v e t o x i c i t y i s m e a su r e d a s t h e e f f e c t i v e c o n c e n t r a t i o n o f a t e s t s a m p l e
t h a t c a u s e s a 5 0 p e r c e n t d e c r e a s e in Ug h t o u t p u t T h e M i c r o t o x b i o a s s a y i s p r im a r il y u s e d
a s a s c r e e n i n g a s s a y f o r e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s a n d i s u t i l i z e d b y s o m e f e d e r a l a n d
s t a t e r e g u l a t o r y ag e n c i e s ( So m a s u n d a r a m e t a l 1 9 9 0 )
I n v e s t i g a t o r s h a v e c o m p a r e d M i c r o t o x r e s u h s a n d r e s u lt s fr o m o t h e r b i o a s s a y s f o r
m a n y d i f f e r e n t s i n g l e c h e m i c a l s a n d m i x t u r e s Z w a r t a n d Sl o o f f ( 1 9 8 3 ) f o u n d t h a t t h e
M i c r o t o x a s s a y sy s t e m y i e l d e d c o m p a r a b l e r e s u h s w i t h t h o s e o bt a i n e d w i t h s t a n d a r d
a q u a t i c t o x i c i t y t e s t s , c o m p r i s i n g 2 0 d if fe r e n t sp e c i e s R e s u l t s o f a t o x i c i t y s c r e e n i n g i n a
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t f o u n d th e M i c r o t o x a s s a y t o b e a u s e f u l a dj u n c t t o t h e
D a p h n i a p i i l e x 4 8 - ho u r a c u t e b i o a s s a y (L o g u e e t a l 1 9 8 9 ) T hi s s t u d y a l s o f o u n d
M i c r o t o x t o b e m o r e s e n s i t iv e t h a n de hy d r o g e n a s e a c t iv it y a n d e n z y m e sy n t h e s i s i n
E s c h e r i c h i a c o l i S im i l a r ly , D u t k a e t a l ( 1 9 8 3 ) f o u n d M i c r o t o x t o b e m o r e s e n s i t i v e t h a n
t h r e e o t h e r m i c r o b i a l t o x i c it y s c r e e n i n g t e s t s K i n g ( 19 8 4 ) a l s o f o u n d t h a t t h e E C 5 0 v a l u e s
o b t a i n e d by M i c r o t o x w e r e u s u a l ly m u c h l o w e r t h a n o t h e r t e s t s T h e r e f o r e , h e s u g g e s t e d
th e u s e o f M i c r o t o x f o r c o m p a r a t i v e t o x i c i t y t e s t i n g C o n v e r s e ly , A r b u c k l e a n d A l l e m a n
( 19 9 2 ) f o u n d t h a t t h e M i c r o t o x b i o a s s a y w a s l e s s s e n s i t iv e t h a n a c u t e 4 8 - h o u r
C e r i o da p h n i a t o x i c i t y w h e n t e st i n g b i o l o g i c a l ly t r e a t e d m u n i c ip a l w a s t e w a t e r s
2 . 7 T o x i c i t y a n d M u t a g e n i c i t y o f T N T M e t a b o l i t e s
Whi l e t h e t o x i c i t y o f T N T h a s b e e n w e l l d o c u m e n t e d , o n l y a f e w s t u d i e s h a v e
i n v e s t i g a t e d th e t o x i c it y o f t h e m et a b o l it e s fr o m b i o l o g i c a l t r a n s f o r m a t i o n s o f T N T
R e s u lt s o f t h e s e s t u d i e s h a v e b e e n i n c o n s i s t e n t
W o n e t a l ( 19 7 6 ) s t u d i e d t h e t o x i c a n d m u t a g e n i c e f f e c t s o f T N T a n d i t s
m i c r o b i a l m e t a b o l i t e s t o m a ri n e f o r m s i n c l u d i n g a l g a e , o y s t e r l a r v a e , a n d t i d e p o o l
c o p e p o d s T N T w a s f o u n d t o b e h i g h l y t o x i c a n d m u t a g e n i c T h e m a j o r m i c r o b i a l
1 1
•m e t a b o l i t e s o f T N T
,
h o w e v e r
,
a p p e a r e d t o b e n o n t o x i c a n d n o n m u t a g e n i c M u t a g e n i c i t y
w a s t e s t e d u s i n g t h e A m e s Sa lm o n e l l a a s s a y T h e m e t a b o l i t e s a n d t h e c o n c e n t r a t i o n s
u s e d f o r t o x i c it y s t u d i e s a r e Hs t e d b e l o w i n T a b l e 2 7 1
T a b l e 2 . 7 . 1 : M e t a b o l i t e s t e s t e d i n t o x i c i t y s t u d i e s
(W o n e t a l 1 9 76 )
C o m p o u n d C o n c e n t r a t i o n (m g /L )
4 - h yd r o x y l a m i n o - 2 , 6 - d i n i t r o t o l u e n e 5 0
6 - hy d r o x y l a m in o - 2 , 4 - d i n i t r o t o lu e n e 5 0
2 , 2
'
, 4 , 4
'
- t e t r a n i t r o - 6
,
6
'
- a z o x y t o l u e n e 5 0
2
,
2
'
,
6
,
6
'
- t e t r a n i t r o - 4
,
4
'
- a z o x y t o l u e n e 5 0
4 - a m i n o - 2
,
6 - d i n i t r o t o lu e n e 5 0 0
6 - a n i i n o - 2
,
4 - d i n i t r o t o lu e n e 5 0 0
2 - n i t r o - 4 , 6 - d i a m i n o t o lu e n e 5 0 0
C o n v e r s e l y , Sp a n g g o r d e t a l ( 1 9 8 2 ) f o u n d t h e m e t a b o l i t e s o f T N T
t r a n s fo r m a t io n s t o b e m u t a g e n i c (s p e c i f i c a l ly , d i n i t r o t o l u e n e s , a m i n o d i n it r o t o lu e n e s , a n d
a m i n o n i t r o t o lu e n e s ) T h e i r r e s u lt s im p l i e d t ha t t h e m u t a g e n i c it y o f T N T a n d o t h e r
p o l y n it r o a r o m a t i c c o m p o u n d s t e s t e d d e p e n d e d p r im a r i l y o n t h e n i t r o r e d u c t a s e a c t i v it y i n
t h e s t r a i n s o f Sa lm o n e l l a typ h i m u r i u m F u r t h e r m o r e , t h e e n 2 y m a t i c r e du c t i o n o f
p o l y n it r o a r o m a t i c c o m p o u n d s le a d i n g t o m u t a g e n i c i n t e r m e d i a t e s (i e hy d r o x y l a m i n e s ) i s
f a v o r e d b y t he p a r a o r i e n t a t io n o f n i t r o g r o u p s i n T N T s , a m i n o d i n i t r o t o l u e n e s , a n d
d i n it r o t o l u e n e s
T h e t o x i c e f f e c t s o f T N T a n d T N T
"
p i n k w a t e r
"
o n tw o s p e c i e s o f a l g a e a n d t h e
f a t he a d m i n n o w w e r e i n v e s t i g a t e d b y Sm o c k e t a l ( 1 9 7 6 ) A s d e s c r ib e d e a r l i e r ,
"
p in k
w a t e r " r e f e r s t o t h e w a s t e w a t e r g e n e r a t e d f r o m t he p r o d u c t i o n a n d p u r i fi c a t i o n o f T N T .
T hi s w a s t e w a t e r c o n t a i n s m a n y i s o m e r i c t r i n i t r o t o l u e n e s , di n i t r o t o l u e n e s , a n d
a m i n o di n i t r o t o lu e n e s T N T in h i b it e d Se l e n a s tr u m c a p r i c o m u t u m a n A M i c r o c y s t i s
a e r o g i n o s a a t c o n c e n t r a t i o n s o f 5 a n d 15 m g /L , r e s p e c t i v e l y T N T
"
p i n k w a t e r
" i n h ib i t e d
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g r o w t h o f t h e a l g a S c a p r i c o r n u t u m a t c o n c e n t r a t i o n s a b o v e 9 m g / L a n d w a s l e t h a l t o t h e
a l g a M a e r o g i n o s a a t 5 0 m g / L , bu t s t im u l a t e d g r o w t h a t l o w e r c o n c e n t r a t i o n s T h e 9 6 -
h o u r L C 50 o f T N T a n d T N T
"
p i n k w a t e r
" b a s e d o n t h e d e a t h r e s p o n s e o f t h e f a t h e a d
m i n n o w w e r e 2 . 5 8 a n d 1 . 6 mg / L , r e s p e c t i v e l y .
•
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3 . M E T H O D S A N D M A T E R I A L S
3 . 1 O p t im a l N u t ri e n t C o n c e n t r a t i o n E x p e ri m e n t s
E x p e ri m e n t s w e r e p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e t h e o p t im a l i n o r g a n i c n u t ri e n t
c o n c e n t r a t i o n s r e q u i r e d fo r t he c o m e t a b o l i s m o f T N T u n d e r a e r o b ic c o n d i t i o n s w i t h
s u c c i n a t e a n d m o l a s s e s a s g r o w t h s u b s t r a t e s
T h e c o n s o r t i u m o f m i c r o o r g a n i s m s u s e d i n t h i s s t u d y w a s d e ri v e d fr o m l a b o r a t o r y
s c a l e s o i l s lu r r y r e a c t o r s T h e s e r e a c t o r s u t i li z e d n a t i v e s o i l b a c t e ri a a n d w e r e o p e r a t e d o n
a s e m i - c o n t i n u o u s b a s i s b y p e ri o d i c a l l y a d d i n g T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l fr o m t h e J o l i e t
A r m y A m m u n i t i o n s p l a n t , J o l i e t , IL T h e r e a c t o r s c o n t a i n e d a pp r o x im a t e l y 15%
(w e i g ht / v o l u m e ) o f T N T c o n t a m i n a t e d s o i l F e e d t o t h e r e a c t o r s c o n s i s t e d o f 0 3 %
(v o l u m e /v o l u m e ) m o la s s e s (c a r b o n s o u r c e ) , a n d 0 1 g / L N H 4C I T h e r e a c t o r s w e r e m i x e d
a n d a e r a t e d c o n t i n u o u s l y
So il s l u r r y (0 1 m L ) w a s t r a n s fe r r e d i n t o tw o fl a s k s c o n t a i n i n g 10 0 mL o f
h e t e r o t r o p h i c m e d i u m T h e h e t e r o t r o p h i c m e d iu m c o n s i s t e d o f 0 2 g / L K 2H P O 4 , 0 1 g /L
K H 2P O 4 , 0 2 5 g / L (NH 4 ) S0 4 , 0 1 g /L M g S0 4 , 0 . 1 g / L N a C l , 0 2 1 g / L p e pt o n e , a n d 0 1
g / L y e a s t e x t r a c t 10 0 m g /L o f T N T w a s a d d e d t o t h e m e d i u m O n e fl a s k c o n t a i n e d 5
g / L o f s u c c i n a t e a n d t h e o t h e r fl a s k c o n t a i n e d 0 3% (v o l u m e /v o lu m e ) m o l a s s e s T h e
m e di a w e r e a u t o c l a v e d b e f o r e i n o c u l a t i o n f o r s t e ri l i z a t i o n a n d t o d i s s o l v e t h e T N T T he
t w o fl a sk s w e r e t h e n i n o c u l a t e d w i t h s o il s l u r r y a n d i n c u b a t e d at 15 0 r p m in a g y r a t o r y
sh a k e r at r o o m t e m p e r a t u r e f o r 7 2 h o u r s
T w o 10 m L s a m p l e s fr o m e a c h o f t h e fl a s k s w e r e c e n t ri f i i g e d a t 5 , 0 0 0 r p m f o r 10
m i n u t e s a n d th e s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d O n e s a m p l e o f t h e c e l l s g r o w n o n s u c c i n a t e
w a s r e s u s p e n d e d i n 1 0 m L o f s u c c i n a t e - c o n t a i n i n g h e t e r o t r o p hi c m e d i u m w i t h o u t a d d e d
n i t r o g e n ( (N H 4 )2S 0 4 ) T h e o t h e r s a m p l e o f s u c c i n a t e g r o w n c e l l s w a s r e s u s p e n d e d i n 10
m L o f s u c c i n a t e - c o n t a i n i n g h e t e r o t r o p h i c m e d i u m w it h o u t a d d e d p h o s ph o r u s (K 2H PO 4
a n d K H 2 PO 4 ) Sim i l a r l y , o n e s a m p l e o f t h e c e l l s g r o w n o n m o la s s e s w a s r e s u sp e n d e d i n
1 0 mL o f m o l a s s e s - c o n t a i n i n g h e t e r o t r o p hi c m e d i u m w i t h o u t a d d e d n i t r o g e n T h e
r e m a i n i n g s a m p l e o f m o l a s s e s g r o w n c e l l s w a s r e s u s p e n d e d i n 1 0 m L o f m o l a s s e s -
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c o n t a i n i n g h e t e r o t r o ph i c m e d i a w i t h o u t a d d e d p h o s ph o r u s T h e se f o u r fl a sk s s e r v e d a s
s o u r c e s o f i n o c u l a f o r s u b s e q u e n t t e s t s o n o p t i m u m n u t r i e n t c o n c e n t r a t i o n s
O pt im a l i n o r g a n i c n u t r i e n t c o n c e n t r a t i o n s w e r e i n v e s t i g a t e d b y m e a s u r i n g T N T
c o n c e n t r a t i o n s w i t h t i m e in b a t c h r e a c t o r s r e c e iv i n g v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f n it r o g e n
a n d p h o s ph o r u s T e n fl a s k s w e r e fi l l e d w i t h 10 0 m L e a c h o f s u c c i n a t e - c o n t a i n i n g
h e t e r o t r o p hi c m e d i u m w it h o u t a m m o n i u m s u l f a t e A m m o n i u m c h l o r i d e w a s a d d e d t o t h e
fl a s k s i n c o n c e n t r a t i o n s o f 0 2
,
0 7
,
a n d 1 . 6 m M N H 4 C I - N (e a c h i n d u p l i c a t e ) T h e s e s i x
fl a s k s w e r e i n o c u l a t e d w i t h 0 1 mL o f a w a s h e d c e l l s u s p e n s i o n d e ri v e d f r o m t h e s u c c i n a t e
m e d iu m w i t h o u t n i t r o g e n F o u r fl a s k s w i t h o u t N H 4 C I (t w o in o c u l a t e d a n d t w o
u n i n o c u la t e d ) w e r e u s e d a s c o n t r o l s
Sim i l a r l y , t e n fl a s k s w e r e fi l l e d w it h 10 0 m L e a c h o f s u c c in a t e - c o n t a i n i n g
h e t e r o t r o p hi c m e d i u m w it h o u t p h o s p h o r u s s a l t s K H 2P O 4 w a s a d d e d t o t h e fl a s k s i n
c o n c e n t r a t i o n s o f 0 2
,
1 0
,
a n d 2 0 mM K H 2P O 4 - P (i n du p l ic a t e ) T h e s e s i x fl a s k s w e r e
i n o c u l a t e d w i t h 0 1 m L o f t h e w a sh e d c e ll s u s p e n s i o n w i t h o u t p h o s p h o r u s F o u r fl a s k s
w it h o u t K H 2P O 4 (t w o i n o c u la t e d a n d t w o u n i n o c u l a t e d ) w e r e u s e d a s c o n t r o l s
T h e a b o v e p r o c e d u r e w a s du p l i c a t e d w it h t h e u s e o f m o l a s s e s a s a c a r b o n s o u r c e
i n s t e a d o f s u c c i n a t e I n i t i a l v a r y i n g n it r o g e n c o n c e n t r a t i o n s w e r e 0 2 , 0 8 , a n d 1 6 mM
N H 4 C I - N , a n d i n it i a l v a r y i n g p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s w e r e 0 2 , 0 9 , a n d 1 7 m M
K H 2 P O 4 - P F o r p u r p o s e s o f c o m p a ri n g t h e
"
s t a n d a r d " h e t e r o t r o p hi c m e d i u m t o m e di a
w i t h v a r y in g n u t ri e n t c o n c e n t r a t i o n s , t he n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n w a s 0 6 mM a n d t h e
p h o s ph o r u s c o n c e n t r a t i o n w a s 0 4 mM i n t h e s u c c i n a t e - c o n t a i n i n g m e d i a T h e
"
s t a n d a r d
"
m e d i u m w it h m o l a s s e s a s a c a r b o n s o u r c e c o n t a i n e d 0 7 m M o f i n o r g a n i c n i t r o g e n a n d 0 3
mM o f in o r g a n i c p h o s p h o r u s
A l l fl a s k s w e r e sh a k e n t h r o u g h o u t t h e e x p e r im e n t at 150 r p m in a g y r a t o r y s h a k e r
a t r o o m t e mp e r a t u r e Sa m p l e s w e r e t a k e n fi
^
o m t h e fl a s k s o v e r t im e f o r m e a s u r e m e n t s o f
g r o w th , TN T c o n c e n t r a t i o n s , a mm o n i a c o n c e n t r a t i o n s , a n d p h o sp h a t e c o n c e n t r at i o n s
T he sa m e p r o c e d u r e de s c ri b e d a b o v e w a s d u p l i c a t e d fo r 2 fl a s k s c o n t a i n i n g 10 0
p pm T N T a n d 2 fl a s k s w i t h o u t T N T A l l f o u r fl a s k s c o n t a i n e d m e di a w i t h m o l a s s e s a s a
c a r b o n s o u r c e a n d e qu a l c o n c e n t r a t io n s o f n i t r o g e n ( 1 2 m M ) a n d p ho s p h o r u s (0 2 m M )
T he fl a sk s w e r e i n o c u la t e d a n d s ha k e n a s d e s c ri b e d a b o v e Sa m p l e s w e r e t a k e n fi
-
o m
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fl a s k s o v e r t i m e f o r m e a s u r e m e n t s o f a mm o n i a c o n c e n t r a t i o n s
, g r o w t h , a n d T N T
c o n c e n t r a t i o n s G r o w t h w a s m e a s u r e d b y o p t i c a l a b s o r b a n c e a t 6 0 0 n m w i t h a Sp e c t r o n ic
2 0 s p e c t r o p h o t o m e t e r T N T c o n c e n t r a t i o n s w e r e a n a l y z e d w i t h h i g h p r e s s u r e l i q u i d
c h r o m a t o g r a p hy (H P L C )
3 . 2 Y e a s t E x t r a c t a n d P e p t o n e E x p e r im e n t
A l l s u b s e qu e n t e x p e r im e n t s u s e d h e t e r o t r o p h i c m e d i u m w i t h 0 3 %
(v o l u m e /v o l u m e ) m o l a s s e s a n d w i t h o u t a d d e d n i t r o g e n a n d p h o s p h o r u s T h i s m e d i u m w il l
b e r e f e r r e d t o a s m e d i u m 2 O n e fl a s k w a s fi l l e d w i t h 10 0 mL o f m e d i u m 2 (t h e c o n t r o l )
a n d a s e c o n d fl a s k w a s fi l l e d w i t h 10 0 mL o f m e d i u m w i t ho u t y e a s t e x t r a c t A n o t h e r fl a s k
w a s fi ll e d w i t h 10 0 m L o f m e d iu m w i t h o u t p e p t o n e a n d a fi n a l fl a s k w a s fi l l e d w it h
m e d i u m w i t h o u t p e p t o n e o r y e a s t e x t r a c t E a c h fl a sk w a s i n o c u l a t e d w i t h 0 1 mL o f t he
b a c t e r i a l c o n s o r t i u m d e s c r i b e d i n s e c t i o n 3 2 1 t h a t h a d b e e n e n ri c h e d o n m o l a s s e s -
c o n t a i n i n g h e t e r o t r o p h i c m e d i a T h e fl a sk s w e r e c o n t in u o u s l y s h a k e n a t r o o m
t e m p e r a t u r e o n a g y r a t o r y sh a k e r a t 1 5 0 r p m Sa m p l e s w e r e t a k e n fi
-
o m th e fl a sk s o v e r
t i m e f o r m e a s u r e m e n t s o f T N T c o n c e n t r a t i o n b y H P L C a n d g r o w t h u s i n g a U - 3 3 0 0
H i t a c hi Sp e c t r o p h o t o m e t e r a t 6 0 0 n m .
3 . 3 T o x i c i t y E x p e r im e n t s
T h e t o x i c i t y o f T N T m e t a b o l i t e s r e l a t i v e t o t h e p a r e n t T N T c o mp o u n d w a s
i n v e s t ig a t e d u s in g t h e M i c r o t o x b i o a s s ay s y s t e m E C 50 v a lu e s o f s a mp l e s fi
"
o m i n o c u l a t e d
a n d u n i n o c u l a t e d b a t c h r e a c t o r s w e r e m e a s u r e d o v e r t im e I n i t i a l T N T c o n c e n t r a t i o n s in
t h e b at c h r e a c t o r s w e r e e q u i v a l e n t
10 0 mL o f m e d i u m 2 w i t h 2 3 mg / L T N T w a s a d d e d t o e a c h o f t h r e e fl a sk s T w o
fl a s k s w e r e i n o c u l a t e d w i t h 0 1 mL o f t h e b a c t e ri a l c o n s o r t iu m t h a t w a s e n ri c h e d i n
m e d i u m 2 T he t hi r d fl a sk w a s n o t i n o c u l a t e d a n d w a s u s e d a s a c o n t r o l T h e fl a sk s w e r e
s h a k e n a t r o o m t e m p e r a t u r e o n a g y r a t o r y s h a k e r a t 15 0 r p m Sa m p l e s w e r e t a k e n fi
"
o m
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t h e f l a sk s o v e r t i m e f o r H P L C a n d t o x i c i t y a n a l y s i s Sa m p l e s u s e d f o r t h e M i c r o t o x a s s a y
w e r e c e n t r i f u g e d a t 5 0 0 0 r p m , fi l t e r e d w i t h a 0 2 u m fi l t e r , a n d s t o r e d a t a p p r o x im a t e l y
- 2 0
° C Sa m p l e s w e r e s t a b i l iz e d t o r o o m t e m p e r a t u r e b e fo r e t o x i c i t y a n a ly s i s T o x i c it y o f
t h e T N T m e t ab o l it e m i x t u r e s i n t e r m s o f E C 5 0 v a l u e s w a s c o m p a r e d w i t h t h a t o f t h e
p a r e n t T N T a t it s i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n , 2 3 m g /L Fo r r e p r o d u c i b il i t y p u r p o s e s , t he t o x i c i t y
o f a 9 0 m g /L p h e n o l s t a n d a r d w a s d e t e r m i n e d A s e x p e c t e d , E C 50 v a lu e s r a n g e d fi
-
o m
13 - 2 6 m g /L (M i c r o b ic s C o r p , C a r l sb a d , C A ) .
3 . 3 . 1 M i c r o t o x A s s a y
T h e M i c r o t o x a s s a y w a s p e r f o r m e d u s in g a M o d e l 50 0 M i c r o t o x T o x i c i t y
A n a l y z e r (M i c r o b i c s C o r p , C a r l s b a d , C A ) T h e i n st r u m e n t m e a s u r e s t h e l i g h t o u t pu t o f
l u m i n e s c e n t b a c t e r i a b e fo r e a n d a ft e r t h e y a r e c h a l l e n g e d b y a s a m p l e T h e d e g r e e o f l i g h t
l o s s i s a n i n d i c a t i o n o f t h e m e t a b o l ic in h i b it i o n i n t h e t e s t o r g a n i s m s T h e M i c r o t o x
R e a g e n t c o n s i s t s o f l i v e b i o l u m i n e s c e n t b a c t e r i a t h a t h a v e b e e n fi
-
e e z e - d r i e d u n d e r
v a c u u m M i c r o t o x R e c o n s t it u t i o n So l u t io n r e hy d r a t e s t h e l y o p hi l iz e d b a c t e r i a
T h e i n s t r u m e n t c o n s i s t s o f a t h ir t y - w e l l i n c u b a t o r b l o c k m a i n t a i n e d a t 1 5
° C w h e r e
t h e M i c r o t o x a s s a y s a r e p e r f o r m e d T h e r e a g e n t l i g ht l e v e l s a r e m e a s u r e d i n t h e t u r r e t
w e l l w h i c h i s a l s o m a i n t a i n e d a t 15 ° C T h e r e a g e n t w a s s t o r e d i n a fi
^
e e z e r a t
a p p r o x im a t e ly - 2 0
° C a n d t h e r e a g e n t w a s r e c o n s t it u t e d i n a w e l l m a i n t a i n e d a t 5
° C T h e
i n st r u m e n t i s c o n n e c t e d t o a c o m p u t e r u t i l i z i n g M i c r o b i c s s o ft w a r e w h i c h s t o r e s a n d
a n a l y z e s t h e a s s a y r e s u l t s T he M i c r o t o x 10 0% a ssa y p r o c e d u r e w a s u t i l iz e d i n t h i s s t u dy
a c c o r d in g t o t h e f o l l o w i n g p r o c e d u r e s
T h e s a m p l e s w e r e a dj u s t e d t o 2% N a C l a n d a p H b e tw e e n 6 0 a n d 8 0 T h e
r e c o n s t i t u t io n s o l u t i o n w a s c o o l e d t o 5 ° C in t h e r e a g a n t w e l l a n d w a s m i x e d w i t h t he
r e a g e n t T h e r e a g e n t w a s t he n a l l o w e d t o s t a b i l i z e f o r 15 m i n u t e s b e f o r e b e g i n n i n g t h e
a s s a y
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T h e s a m p l e s w e r e s e ri a l l y d i lu t e d i n c u v e t t e s w it h 2 % N a C l s o l u t i o n b y 1 :2
d i l u t i o n s y i e l d i n g 10 0 , 5 0 , 2 5 , a n d 12 5 % s a m p l e s O n e c u v e t t e w a s u s e d a s a c o n t r o l a n d
c o n t a in e d o n ly d i l u e n t (N a C l s o lu t i o n ) T h e c u v e t t e s w e r e a l l o w e d t o c o o l t o 1 5 ° C
b e f o r e s t a r t i n g t h e a s s a y 10 u L o f r e a g e n t w a s t h e n t r a n s f e r r e d t o e a c h c u v e t t e a n d
m i x e d A ft e r fi v e m i n u t e s
,
t h e l i g ht o u t pu t w a s m e a s u r e d i n t he c o n t r o l N e x t , t h e l i g h t
o u t p u t s o f t h e s a m p l e d i l u t i o n s w e r e a n a l y z e d
3 . 3 . 2 D a t a R e d u c t i o n
T h e a s s a y d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g a M i c r o b i c s c o m pu t e r s o ft w a r e p a c k a g e
T o x i c it y i s e x p r e s s e d a s t h e c o n c e n t r a t i o n c a u s i n g 5 0% i n h i b i t io n o f lu m i n e s c e n c e (E C 50 )
T h e r a t i o o f l i g ht l o s t du ri n g t h e t e s t t o t h e l i g h t r e m a i n i n g , g a m m a (F ) , i s c a l c u l a t e d f o r
e a c h d i l u t i o n a ft e r 5 m i n u t e s o f e x p o su r e t o t h e s a m p l e T h e s o ft w a r e p l o t s t h e l o g Y
v e r su s l o g c o n c e n t r a t i o n (C ) T h e E C 50 c o n c e n t r a t i o n c o r r e sp o n d s t o a g a m m a v a l u e o f
1 0 T h e s o ft w a r e a l s o c a l c u l a t e s 9 5% c o n fi d e n c e in t e r v a l s o f t h e E C 5 0 c o n c e n t r a t i o n
T he s a m e d i lu t i o n s w e r e p e r f o r m e d d u ri n g e a c h t o x i c it y t e s t
3
.
4 K i n e t i c S t u d i e s
T h e k i n e t ic s o f T N T c o m e t a b o l i s m w a s i n v e s t i g a t e d b y p e r f o r m i n g b a t c h TN T
t r a n s f o r m a t i o n e x p e ri m e n t s w i t h
"
r e s t i n g c e l l s
"
P h o s p h a t e bu f e r w a s p r e p a r e d b y
d i s s o l v i n g 3 4 g o f K H 2P O 4 i n 5 0 0 mL o f d i s t i l l e d w a t e r T h e p H w a s th e n a dj u s t e d t o 7 2
w i th I O N N a O H a n d d i l u t e d t o 1 0 l i t e r w it h d i st i l l e d w a t e r P h o sp h a t e b u f e r w i t h T N T
w a s p r e p a r e d b y d i s s o lv i n g s o l i d T N T c ry s t a l s i n t h e p r e p a r e d p h o s p h a t e b u f e r o n a h o t
p l a t e f o r o n e h o u r T h e p h o sp h a t e b u f e r s v ^ t h a n d w i t h o u t T N T w e r e t h e n a u t o c l a v e d
T h e b a c t e ri a l c o n s o r t iu m o f in t e r e s t w a s in o c u l a t e d i n t o o n e l i t e r b a t c h o f m e d i u m
2 w i t h o u t T N T . C e l l s i n t h e e x p o n e n t i a l p h a s e o f g r o w t h (2 4 h o u r s a ft e r in o c u l a t i o n )
w e r e c e n t ri fi i g e d a t 5 0 0 0 r p m f o r 2 0 m i n u t e s T he s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d a n d t he c e l l s
w e r e r e s u s p e n d e d i n p h o s p h a t e b u f e r T h e c e ll s w e r e t h e n c e n t ri f l i g e d a g a i n a t 5 0 0 0 r p m
1 8
f o r 2 0 m i n u t e s
,
t h e s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d , a n d t h e c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d i n
p h o s p h a t e b u f fe r T h e c e l l s a r e r e f e r r e d t o a s
"
r e s t i n g c e l l s ,
"
c e l l s i n t h e a b s e n c e o f a
g r o w t h s u b s t r a t e T h e r e s t i n g c e l l s w e r e t h e n a d d e d t o fl a s k s c o n t a i n i n g ph o s p h a t e b u f f e r
w it h v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f T N T T h e a b s o r b a n c e a t 6 0 0 n m w a s m e a s u r e d i n e a c h
fl a s k a t t h e t im e o f i n o c u l a t i o n u s i n g a U - 3 3 0 0 H i t a c hi Sp e c t r o p h o t o m e t e r T h e fl a s k s
w e r e s h a k e n a t r o o m t e m p e r a t u r e o n a g y r a t o r y s h a k e r a t 1 5 0 r p m Sa mp l e s w e r e t a k e n
p e ri o d i c a ll y f o r H P L C a n a l y s i s
T he b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n i n m g / L w a s c o r r e la t e d t o a b s o r b a n c e r e a d i n g s b y
m e a s u ri n g t h e d r y w e i g h t o f c e l l s a t d i f f e r e n t a b s o r b a n c e r e a d i n g s A l a r g e v o lu m e o f c e ll s
w a s g r o w T i o n h e t e r o t r o p h i c m e d i a T h e c e l l s w e r e c e n t ri f l i g e d a t 5 0 0 0 r p m f o r 2 0
m in u t e s T he s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d a n d t h e c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d i n p h o sp h a t e
b u f f e r T h e c e l l s w e r e s e ri a l ly d i l u t e d t o y i e l d s a m p l e s o f v a r y i n g a b s o r b a n c e r e a d in g s
G l a s s f i b e r f i l t e r s w e r e d ri e d i n a 10 5 ° o v e n f o r o n e h o u r
, c o o l e d i n a d e s s i c a t o r f o r o n e
h o u r
,
t h e n w e i g h e d A f t e r t h e a b s o r b a n c e a t 6 0 0 n m w a s r e c o r d e d , 2 5 m L o f e a c h , s a m p l e
w a s fi lt e r e d t hr o u g h o n e o f t h e d ri e d a n d c o o l e d g l a s s fi b e r fi l t e r s T h e fi lt e r s w e r e t h e n
d ri e d a g a i n f o r o n e h o u r , c o o l e d i n a d e s s i c a t o r f o r o n e h o u r , a n d w e i g h e d a g a i n T h e
di f e r e n c e i n t h e w e i g h t o f t h e fi l t e r b e f o r e a n d a ft e r t h e s a m pl e w a s p a s s e d t hr o u g h i t w a s
u s e d t o c a l c u l a t e t h e b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n i n m g /L L i n e a r r e g r e s s i o n w a s u s e d t o
c a l c u l a t e t h e l i n e a r r e l a t i o n s h i p b e t w e e n a b s o r b a n c e a t 6 0 0n m a n d b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n
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3 . 4 . 1 K i n e t i c M o d e l i n g
Th e i n it i a l r a t e m e t h o d w a s u s e d t o m o d e l T N T u t i l i z a t i o n a c c o r d i n g t o M i c h a e l i s -
M e n t e n k i n e t i c s ( Se g e l 19 7 5 ) D a t a t o t e s t t h e M i c h a e l i s - M e n t e n m o d e l w e r e o b t a i n e d b y
m e a s u ri n g t h e i n i t i a l T N T u t i li z a t i o n r a t e i n b a t c h r e a c t o r s o f d i f f e ri n g in i t i a l T N T
c o n c e n t r a t i o n s a s d e s c ri b e d b y :
[MNl ] * \ d TN T ] = r o = q^ (TN T n )
I A ? J o I ^ / J 0 K „ + TN To
w h e r e (A TN T/ A t) o i s t h e e x p e ri m e n t a l a p p r o x im a t i o n o f t h e i n i t i a l r a t e , t o, TN To i s t h e
in i t i a l T N T c o n c e n t r a t i o n
, q ^ a x i s t h e m a x im u m s p e c i f i c T N T u t i li z a t i o n r a t e . K m i s t h e
h a l f - s a t u r a t i o n T N T c o n c e n t r a t i o n
,
J T i s t h e b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n , a n d t i s t im e
T h e l a b o r a t o r y e x p e ri m e n t s y i e l d e d v a l u e s fo r X a n d r o f o r d i f f e r e n t in i t i a l T N T
c o n c e n t r a t i o n s L i n e w e a v e r - B u r k a n a l y s i s a n d m u lt i p l e n o n - l i n e a r r e g r e s s i o n u s in g
SY S T A T s t a t i s t i c s s o f t w a r e (S Y ST A T , I n c , E v a n s t o n , I L ) w e r e u s e d t o f i n d v a lu e s o f
qm a x a n d K „ I n L i n e w e a v e r - B u r k a n a l y s i s , t h e e q u a t i o n a b o v e i s r e a r r a n g e d t o y i e l d t h e
f o ll o w i n g l i n e a r e x p r e s s i o n :
l /( r o / X ) - 1/ q ^ ax + K n y [ (q n , a x )(T N T o ) ]
T h u s
,
a p l o t o f \ l { r (/ X ) v e r s u s M TN To w i l l y i e l d a s l o p e e q u a l t o K ^ q ^ a x a n d a n i n t e r c e p t
e q u a l t o \ Iq m a x
3 . 5 A c t i v a t e d Sl u d g e K i n e t i c St u d i e s
A s e c o n d k i n e t i c s t u d y w a s c o n du c t e d t o c o m p a r e sp e c ifi c r at e s o f T N T u t i li z a t i o n
b y t h e s o i l - d e ri v e d c o n s o r t i u m a n d a c o n s o r t i u m d e ri v e d f r o m a c t i v a t e d s lu d g e A sa m p l e
o f a c t i v at e d s l u d g e w a s t a k e n f r o m t h e O r a n g e W a t e r a n d Se w e r A u t h o ri t y w a s t e w a t e r
t r e a t m e n t p l a n t a n d e n ri c h e d in m e d i a 2 w i t h o u t T N T T h e c u l t u r e w a s t r a n s f e r r e d fi v e
t im e s i n t o n e w m e d i a b e f o r e c o n d u c t i n g r e s t i n g c e l l e x p e ri m e n t s T h e a c t i v a t e d s l u d g e
2 0
c o n s o r t i u m a n d t h e c o n s o r t i u m d e r iv e d fr o m T N T - c o n t a m i n a t e d s o il w e r e b o t h g r o w n in
5 0 0 mL e a c h o f m e d i a 2 w i t h o u t T N T
C e l l s f r o m b o t h c o n s o r t i a i n t h e e x p o n e n t i a l p h a s e o f g r o w t h (2 4 h o u r s a ft e r
i n o c u l a t io n ) w e r e c e n t r i ft j g e d a t 5 0 0 0 r p m f o r 2 0 m i n u t e s T h e s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d
a n d th e c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d i n p h o s p ha t e b u f e r T h e c e l l s w e r e c e n t r i fu g e d a g a in a t
5 0 0 0 r p m f o r 2 0 m i n u t e s , t h e s u p e r n a t a n t w a s di s c a r d e d , a n d t h e c e l l s w e r e r e s u sp e n d e d
i n p h o s p h a t e b u f e r T h e r e s t i n g c e l l s fr o m t h e a c t i v a t e d s lu d g e c o n s o r t i u m w e r e a d d e d t o
t h r e e f la s k s c o n t a i n in g p h o s p h a t e b u f e r w i t h 10 0 m g /L T N T Sim i l a r ly , r e s t i n g c e l l s
fr o m th e c o n s o r t i u m d e r iv e d fr o m T N T - c o n t a m i n a t e d so i l w e r e a d d e d t o t h r e e f l a sk s o f
1 0 0 p pm T N T p h o s p h a t e b u f e r T he i n i t i a l o p t i c a l a b s o r b a n c e m e a s u r e m e n t a t 6 0 0 n m
w a s r e c o r d e d a n d t h e f l a sk s w e r e s h a k e n a t r o o m t e m p e r a t u r e i n a g y r a t o r y sh a k e r a t 1 5 0
r p m S a m p l e s w e r e p e r i o d i c a l l y t a k e n f o r H P L C a n a l y s i s
3 . 6 A n a l y t i c a l P r o c e d u r e s
3 . 6 . 1 H P L C A n a l y s i s
T h e T N T a n d m e t a b o l i t e c o n c e n t r a t i o n s w e r e a n a l y z e d u s i n g h i g h p r e s s u r e l i q u i d
c hr o m a t o g r a p h y (H P L C ) T h e W a t e r s H P L C w a s e q u i p p e d w i t h a K r a t o s Sp e c t r o f l o w
7 5 7 a bso r b a n c e d e t e c t o r s e t a t 2 54 n m , da t a c o l l e c t i o n h a r d w a r e a n d so ft w a r e , a n d a
m o d e l 6 0 0 E s y s t e m c o n t r o l l e r A W a t e r s m o d e l 9 9 0 v a r i a b le p h o t o d i o d e - a r r a y m u lt i p l e -
w a v e l e n g t h d e t e c t o r w a s u s e d i n t he o p t im a l n u t r i e n t c o n c e n t r at i o n e x p e r im e n t s T h e
c o n s t it u e n t s o f t h e m o b i l e p h a s e w e r e m e t h a n o l :w a t e r ( 5 0 : 5 0 , V A ^ ), w hi c h w a s d e li v e r e d
a t 1 5 m L / m in
Sa m p l e s w e r e p r e p a r e d f o r H PL C a n a l y s i s by a d d in g 4 5 0 (i L o f s a m p l e t o 4 50 [i L
o f a c e t o n i t r i l e T h i s m i x t u r e w a s c e n t r i fi i g e d i n a F i s h e r 2 3 5B m i c r o c e n t r i fu g e f o r 1 0
m i n u t e s a n d t h e su p e r n a t a n t w a s f i l t e r e d i n t o v i a l s u s i n g a 0 2 u m fi l t e r F i ft y u L o f
s u p e r n a t a n t w a s i n j e c t e d i n t o a 2 5 . 0 c m X 4 6 mm Su p e l c o s il L C - 1 8 c o lu m n
St a n d a r d s fo r T N T m e t a b o l i t e s a r e n o t c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e C o n s e q u e n t ly ,
s a m p l e s w e r e s e n t t o A r g o n n e N a t i o n a l L a b o r a t o r y f o r T N T m e t a b o l i t e (s ) i d e n t i fi c a t i o n
T h e m e t a b o l i t e (s ) w e r e i d e n t i fi e d by c o m p a r i n g t h e r e t e n t io n t im e s o f H P L C
2 1
c h r o m a t o g r a m p e a k s o f t h e s a m p l e s w it h t h e s t a n d a r d s T h e m e t a b o l i t e s t a n d a r d s w e r e
p r o v i d e d b y th e N av a l Su r fa c e W a r f a r e C e n t e r (I n d i a n H e a d , M a r y l a n d )
3 . 6 . 2 A m m o n i a C o n c e n t r a t i o n s
A mm o n i a c o n c e n t r a t i o n s w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e H a c h c o l o r im e t r i c N e s s l e r
M e t h o d f o r 0 t o 2 5 m g / L N H 3 - N T h e s a m p l e s w e r e d i l u t e d by a d d i n g 2 5 0 u L t o a
g r a d u a t e d c y li n d e r a n d fi ll i n g t h e c y l i n d e r t o 2 5 mL w i t h d i s t il l e d w a t e r T h r e e d r o p s o f
H a c h m i n e r a l s t a b i li z e r w e r e a d d e d t o e a c h 2 5 m L c y l i n d e r a n d t ho r o u g h ly m i x e d T h r e e
d r o p s o f p o ly v i n y l a l c o h o l d i s p e r s i n g a g e n t w e r e a l s o a d d e d t o e a c h c y l i n d e r a n d
t h o r o u g h ly m i x e d O n e m L o f N e s s l e r R e a g a n t w a s t h e n a d d e d t o e a c h c y l i n d e r a n d
t h o r o u g h ly m i x e d A ft e r o n e m i n u t e o f r e a c t i o n t im e , t h e s a m p l e w a s p o u r e d i n t o t h e
fl o w - t h r o u g h c e l l o n t h e c o l o r im e t e r a n d t h e N H 3 - N c o n c e n t r a t i o n w a s r e c o r d e d
3 . 6 . 3 P h o s p h a t e C o n c e n t r a t i o n s
T h e H a c h P h o sV e r 3 (A s c o r b i c A c i d ) M e t h o d f o r 0 t o 2 5 m g / L P 0 4
' ^
w a s u s e d t o
m e a s u r e t h e p h o s p h a t e c o n c e n t r a t io n s T h e s am p l e s w e r e d i l u t e d b y a d d i n g 2 5 u L o f
s a m p l e t o a g r a d u a t e d c y l i n d e r a n d fi l l i n g t h e c y l i n d e r t o 2 5 m L w i t h d i s t i l l e d w a t e r T h e
c o n t e n t s o f o n e P h o s V e r 3 P h o s p h a t e P o w d e r P i l l o w w e r e a d d e d t o t h e c y li n d e r , t h e
s a m p l e w a s t h o r o u g hl y m i x e d , a n d a tw o m i n u t e r e a c t i o n p e r i o d w a s a ll o w e d T he
c o n t e n t s o f t h e c y li n d e r w e r e t h e n p o u r e d in t o t h e fl o w - t h r o u g h c e l l a n d t h e p h o s p h a t e
c o n c e n t r a t i o n w a s r e c o r d e d a ft e r t h e s i g n a l s t a b i l i z e d
2 2
4 . R E SU L T S A N D D I S C U S S I O N
4 . 1 O p t i m a l N u t ri e n t C o n c e n t r a t i o n R e s u l t s
T h e o p t im a l n u t ri e n t r e q u i r e m e n t s f o r t h e b i o l o g i c a l t r a n s f o r m a t i o n o f T N T w e r e
i n v e s t i g a t e d by m o n i t o ri n g t he t r a n s f o r m a t i o n o f T N T , g r o w t h , a n d a m m o n i a a n d
p h o s p h a t e c o n c e n t r a t i o n s i n b a t c h r e a c t o r s w i t h v a r y i n g n u t ri e n t c o n c e n t r a t i o n s T h e
r e s u l t s o f t h i s s t u d y a r e o r g a n i z e d a c c o r d i n g t o t h e c o s u b s t r a t e (s u c c i n a t e o r m o l a s s e s )
u t i l i z e d in t h e e x p e ri m e n t . A l l r e s u l t s p r e s e n t e d a r e a v e r a g e v a l u e s o f m e a s u r e m e n t s fr o m
du p l i c a t e b a t c h r e a c t o r s A c o mp l e t e s e t o f r e s u lt s i n c lu d in g th e s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t h e
d a t a a r e f o u n d i n A p p e n d ix A
4 . 1 . 1 Su c c i n a t e E x p e ri m e n t s
4
.
1
. 1 . 1 G r o w t h
F i g u r e 4 1 sh o w s th e in f lu e n c e o f v a ri o u s n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s o n g r o w t h o f t h e
b a c t e ri a l c o n s o r t iu m T h e r e s u l t s a r e c h a r a c t e ri s t i c o f m i c r o b i a l gr o w t h i n b a t c h c u l t u r e s ,
w it h a p e ri o d o f r a p i d g r o w t h f o l l o w e d e v e n t u a l ly b y a p e ri o d o f d e c ay F i g u r e 1 sh o w s a
r e l a t i o n s hi p b e tw e e n g r o w t h an d n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n A s t h e n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n
i n c r e a s e d
,
t he in i t i a l g r o w t h r a t e a n d m a x im u m y i e l d a l s o i n c r e a s e d u p t o 0 . 7 mM
D i f fe r e n c e s in g r o v ^ h w e r e n o t o b s e r v e d b e t w e e n t h e c u lt u r e s w i t h 0 7 a n d 1 6 m M / 10 0
m L
F i g u r e 4 2 sh o w s t h e in fl u e n c e o f p ho sp h o r u s c o n c e n t r a t i o n o n g r o w t h i n c u l t u r e s
u t i l iz i n g s u c c i n at e a s a c o s u b st r a t e C h a r a c t e ri s t i c b a t c h g r o w t h k in e t i c s w e r e a g a i n
o b se r v e d T h e ab so r b a n c e m e a s u r e m e n t s s h o w a n i n c r e a s e i n i n i t i a l g r o w t h r a t e a n d c e l l
y i e l d w i t h i n c r e a s i n g p h o sp h o r u s c o n c e n t r at i o n s D if fe r e n c e s in g r o w t h w e r e m o d e st ,
h o w e v e r , i n t h e c u l t u r e s t h a t r e c e iv e d in o r g a n i c p h o sp h o r u s
2 3
F i g u r e 4 . 1
B a t c h g r o w t h w i t h v a r y i n g i n i t i a l n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s , s u c c i n a t e a s c o s u b s t r a t e
( ph o sp h o r u s c o n c e n t r a t i o n = 0 4 mM , s u c c i n a t e c o n c e n t r a t i o n = 5 g /L ) C o n t r o l =
u n i n o c u l a t e d m e d i a V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a mp l e s fr o m d u p l i c a t e
r e a c t o r s
0 . 8
0
. 6
B
c
o
o
(L >
o
i
o
<
0 . 4
0 . 2
0 . 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
0 5 0 1 0 0
t i m e (h o u r s )
1 5 0 2 0 0
2 4
F i g u r e 4 . 2
B at c h g r o w t h w it h v a r y i n g i n i t i a l p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s , s u c c i n a t e a s c o s u b s t r a t e
(n i t r o g e n c o n c e n t r a t io n = 0 6 mM , s u c c i n a t e c o n c e n t r a t i o n = 5 g /L ) C o n t r o l =
u n i n o c u l a t e d m e d i a V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m du p l i c a t e
r e a c t o r s
0 . 8
0 6 —
o
o
o
0 . 4
0 . 2
0 . 0
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 m M P
l O mM P
/ f 2 0 m M P
0 5 0 10 0
t i m e (h o u r s )
1 5 0 2 0 0
2 5
4 . 1 . 1 . 2 B i o l o g i c a l T r a n s f o r m a t i o n o f T N T
T h e T N T c o n c e n t r a t i o n s i n b a t c h e s c o r r e s p o n d i n g t o t he d a t a p r e s e n t e d i n F i g u r e s
4 1 a n d 4 2 w e r e a n a l y z e d b y H P L C a n d a r e s h o w n i n F i gu r e s 4 3 a n d 4 4 a s a fu n c t i o n o f
t im e o f i n c u b a t i o n F ig u r e 4 3 s h o w s T N T t r a n s f o r m a t i o n w i t h d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f
n i t r o g e n Sm a l l d i f f e r e n c e s i n i n i t i a l T N T t r a n s f o r m a t i o n r a t e s w e r e o b s e r v e d w i t h v a r y i n g
n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s E s s e n t i a l ly 1 0 0 % T N T t r a n s f o r m a t i o n w a s r e a l iz e d i n a l l o f t h e
c u l t u r e s a f t e r 1 6 4 h o u r s
,
i n c l u d i n g t h e c u l t u r e w it h o u t n i t r o g e n
F ig u r e 4 4 s h o w s t h e t r a n s fo r m a t i o n o f T N T i n c u l t u r e s w it h v a r i o u s p h o sp h o r u s
c o n c e n t r a t i o n s a s a fu n c t i o n o f t im e o f in c u b a t i o n T h e h i g h e st i n i t i a l r a t e o f TN T
t r a n s f o r m a t i o n w a s o b se r v e d i n t h e c u l t u r e w i t h 2 0 m M P / 10 0 m L A ft e r 4 8 h o u r s o f
i n c u b a t i o n
,
h o w e v e r
,
l a r g e d i f fe r e n c e s i n T N T c o n c e n t r a t i o n s w e r e n o t o b se r v e d b e tw e e n
t h e c u l t u r e s F u r t h e r m o r e
,
t h e T N T c o n c e n t r a t i o n s w e r e b e l o w 1 m g / L i n a l l o f t h e
c u l t u r e s a ft e r 1 6 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n
4
.
1
.
1
.
3 A m m o n i a A n a l y s e s
T h e a m m o n i a c o n c e n t r a t i o n s w e r e m e a s u r e d t hr o u g h o u t t h e e x p e r im e n t a n d a r e
s h o w n in F i g u r e s 4 5 a n d 4 6 F i g u r e 4 5 s h o w s t h e a mm o n i a c o n c e n t r a t i o n a s a fu n c t i o n
o f i n c u b a t i o n t im e f o r c u lt u r e s w i t h v a r i o u s i n i t i a l a m m o n i a c o n c e n t r a t i o n s A r a p i d
d e c r e a s e i n a m m o n i a w a s o bs e r v e d a ft e r 2 0 h o u r s o f i n c u b a t i o n , w hi c h i s p r o b a b ly a r e s u l t
o f a m m o n i a u p t a k e f o r m i c r o b i a l g r o w t h o r i n p a r t fr o m n i t r i fi c a t i o n A ft e r 2 0 h o u r s t h e
a m m o n i a c o n c e n t r a t io n s i n c r e a s e d g r a du a ll y T h e a m m o n i a c o n c e n t r a t i o n d i d n o t r i s e in
t h e c u l t u r e w it h o u t a d de d n i t r o g e n T he r e f o r e t h e r i s e i n a m m o n i a r e a l i z e d in t h e
r e m a in i n g c u l t u r e s w a s n o t l i k e l y d e r i v e d fr o m T N T s in c e t h e s a m e e x t e n t o f T N T
r e m o v a l w a s o b s e r v e d i n t h e c u l t u r e w i t h o u t a d d e d n i t r o g e n
2 6
F i g u r e 4 . 3
T N T t r a n s fo r m a t io n d u r i n g b a t c h g r o w t h o n s u c c i n a t e w i t h v a r y i n g i n it i a l n i t r o g e n
c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m du p l i c a t e r e a c t o r s
1 5 0
12 5
1 0 0
S 7 5
2 5
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
50
0 50 10 0
t im e (h r s )
15 0 2 0 0
2 7
F i g u r e 4 . 4
T N T t r a n s fo r m a t i o n du r i n g b a t c h g r o w t h o n s u c c i n a t e w i t h v a r y i n g i n it i a l p h o s p h o r u s
c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
s
14 0
12 0
10 0
8 0
6 0
4 0
2 0
C o n t r o l
5 0 10 0
t im e (h r s )
15 0 2 0 0
2 8
F i g u r e 4 . 5
A m m o n i a - n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s d u r i n g b a t c h g r o w t h o n s u c c i n a t e
w i t h v a r y i n g in i t i a l n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e
r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
3 0 0
2 0 0
I
10 0
0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
0 50 10 0
t i m e (h o u r s )
1 50 2 0 0
2 9
F i g u r e 4 . 6
A m m o n i a - n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s d u r in g b a t c h g r o w t h o n s u c c i n a t e
w i t h v a r y i n g i n it i a l p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e
r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
1 2 0
8 0
2
I
e n
4 0
0
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
l O m M P
2 0 m M P
0 5 0 1 0 0
t i m e (h o u r s )
1 5 0 2 0 0
3 0
I n c r e a s e s i n a m m o n i a c o n c e n t r a t i o n s c o r r e l a t e w i t h i n t e r v a l s o f b a c t e ri a l d e c a y (F i g u r e s
4 1 a n d 4 2 ) , t h e r e f o r e s u g g e s t i n g t h a t t h e i n c r e a s e s i n a m m o n i a m i g h t b e du e t o o r g a n i c
n i t r o g e n r e l e a s e a n d a m m o n i fi c a t i o n w i t h b a c t e ri a l de c a y T h e s a m e t r e n d i n a m m o n i a
c o n c e n t r a t i o n w a s o b s e r v e d i n t he c u l t u r e s o f v a ri o u s p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s F i g u r e
4 6 s h o w s a r a p i d d e c r e a s e f o l l o w e d b y a g r a du a l i n c r e a s e i n a mm o n i a
4 . 1 . 1 . 4 P h o sp h a t e A n a l y s e s
F i g u r e s 4 7 a n d 4 8 s h o w t h e p h o s p h a t e c o n c e n t r a t i o n s a s a Sa n c t i o n o f i n c u b a t i o n
t im e du ri n g t h e b a t c h g r o w t h e x p e ri m e n t B o t h p l o t s sh o w a sm a l l d e c r e a s e in p h o sp h a t e
a ft e r 2 0 h o u r s o f i n c u b a t i o n T h e p h o sp h a t e w a s p r o b a b l y u t i l i z e d fo r g r o w t h in i t i a l l y
A ft e r 2 0 h o u r s
,
t he p ho sp ha t e c o n c e n t r a t i o n s t a y e d r e l a t i v e ly c o n s t a n t , i n di c a t in g t h a t ,
u n l i k e n i t r o g e n , m i n e r a l iz a t i o n o f o r g a n i c p h o sp h o r u s w a s n o t e x t e n s i v e d u ri n g b a c t e ri a l
d e c a y
3 1
F i g u r e 4 . 7
P h o s p h a t e c o n c e n t r a t i o n s d u ri n g b a t c h g r o w t h o n s u c c i n a t e
w i t h v a r y i n g i n i t i a l n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s
r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m du p li c a t e r e a c t o r s
6 0 0
4 0 0
OX)
O
Oh
2 0 0
0
- e -
■B -
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
0 5 0 10 0
t im e (h o u r s )
1 5 0 2 0 0
3 2
F i g u r e 4 . 8
P h o s p h a t e c o n c e n t r a t i o n s d u ri n g b a t c h g r o w t h o n s u c c i n a t e
w it h v a r y i n g in i t i a l p h o s p ho r u s c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s
r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
3 . 0 E + 3
2 . 0 E + 3
I
o
l . OE + 3
- ^ — C o n t r o l
- 0 — 0 0 m M P
HB— 0 2 m M P
- g — l O m M P
- ^ r - 2 0 m M P
- & ^
O. OE + 0
0 5 0 1 0 0
t i m e (h o u r s )
1 5 0 2 0 0
3 3
4
. 1 . 2 M o l a s s e s E x p e r i m e n t s
4
. 1 . 2 . 1 G r o w t h
F i gu r e s 4 9 a n d 4 10 sh o w a b s o r b a n c e r e a d i n g s a s a f u n c t i o n o f i n c u b a t i o n t i m e
I n c o n t r a s t t o t h e r e s u lt s o b t a i n e d i n t h e s u c c i n a t e e x p e r im e n t . F i g u r e 4 9 s h o w s t h a t t h e
o v e r a l l e f f e c t o f i n o r g a n i c n i t r o g e n w a s m o d e s t G o o d g r o w t h in t h e a b s e n c e o f i n o r g a n i c
n i t r o g e n c a n b e e x p l a i n e d b y t h e f a c t t h a t m o l a s s e s c o m p r i s e s 2 t o 6 p e r c e n t n i t r o g e n o u s
c o m p o u n d s (D a n i e l s 19 9 0 )
F ig u r e 4 10 i n d i c a t e s t h a t g r o w th o v e r t h e f i r st 4 8 h o u r s t e n d e d t o in c r e a s e s l i g h t l y
w it h i n c r e a s i n g p h o s p h o r u s u p t o 0 9 m M P G r o w t h l e v e l e d o f a ft e r 7 2 h o u r s f o r a l l o f
t h e c u l t u r e s e x c e p t t h a t w i t h o u t a n y p ho s p h o r u s a d de d T h e c u l t u r e w i t ho u t p h o sp h o r u s
c o n t i n u e d t o g r o w a ft e r 7 2 h o u r s a n d a s t a t i o n a r y p h a s e w a s n o t a c hi e v e d by t h e
t e r m i n at i o n o f t h e e x p e r im e n t
4 . 1. 2 . 2 B i o l o g i c a l T r a n s f o r m a t i o n o f T N T
T he t r a n s f o r m a t i o n o f T N T d u r i n g b a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w it h v a r i o u s
i n o r g a n i c n i t r o g e n a n d p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s i s s h o w n i n F i g u r e s 4 1 1 a n d 4 12 T h e
p l o t s in d i c a t e t h a t m o l a s s e s i s a g o o d c o s u b s t r a t e f o r T N T t r a n s f o r m a t i o n L o o k i n g a t
F ig u r e 4 1 1, 10 0 p e r c e n t T N T t r a n s f o r m a t i o n w a s a c h i e v e d w i t hi n 2 5 h o u r s o f in c u b a t i o n
i n e v e r y c u l t u r e , s o t h a t n o e f e c t s o f n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n c o u l d be i d e n t i fi e d I n
c o n t r a s t , t h e hi g h e s t e x t e n t o f T N T r e m o v a l du r i n g gr o w t h o n s u c c i n at e w a s s l i g ht l y
g r e a t e r t h a n 5 0% a t 2 5 h o u r s
T h e r e s u lt s p r e s e n t e d i n F i g u r e 4 12 d o n o t s u g g e s t a n y t r e n d s i n T N T
t r a n s f o r m a t i o n w i t h p h o sp h o r u s c o n c e n t r a t i o n O v e r t h e fi r s t 2 5 h o u r s , T N T
t r a n s f o r m a t i o n r a n g e d f r o m 8 5 t o 9 3 p e r c e n t A ft e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n , T N T w a s n o t
d e t e c t e d in a n y o f t h e c u l t u r e s
3 4
T h e r e s u lt s o f t h e s e t e s t s p r o v i d e d u s e fu l i n f o r m a t i o n o n m i n i m i z i n g n u t r i e n t
a d d i t i o n in b i o r e m e d i a t i o n s t u d i e s a t J o l i e t A r m y A m m u n i t i o n s p l a n t i n Jo l i e t , I ll i n o i s (J F
M a n n i n g , J r , A r g o n n e N a t i o n a l L a b o r at o r y , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) M o l a s s e s i s u s e d
a s a g r o w t h s u b s t r a t e in p i l o t s c a l e s o il s l u r r y r e a c t o r s t r e a t in g T N T - c o n t a m i n a t e d s o i l
A ft e r c o m p l e t i o n o f t h e s e s t u d i e s , i n o r g a n i c n u t r i e n t s w e r e n o l o n g e r a d d e d t o t h e
r e a c t o r s
#
3 5
F i g u r e 4 . 9
B a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w i t h v a r y i n g i n i t i a l i n o r g a n i c n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s
P h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n = 0 3 mM V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s
fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
o
o
o
o
<
0
.
6
0 . 4 —
0 . 2 —
0 . 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 8 m M N
1 6 m M N
0 4 0 8 0
t i m e (h o u r s )
12 0 16 0
3 6
F i g u r e 4 . 10
B a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w i t h v a r y i n g i n i t i a l p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s
A m m o n i a - n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n = 0 7 mM V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f
s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
0 . 4
B
c
o
o
-e
<
0 . 3
0 . 2
0 . 1
0 . 0
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 mM P
0 9 mM P
1 7 m M P
0 4 0 8 0
t im e (h o u r s )
1 2 0 1 6 0
3 7
F i g u r e 4 . 1 1
TN T t r a n s f o r m a t i o n d u r i n g b a t c h gr o w t h o n m o l a s s e s
w i t h v a r y i n g i n it i a l n i t r o g e n c o n c e n t r a t io n s V e r t i c a l b a r s
r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s .
1 5 0
12 5 —
10 0
v E 7 5
50 —
2 5
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 mM N
0 8 mM N
6 mM N
2 0 4 0 6 0
t im e (h r s )
3 8
F i g u r e 4 . 1 2
T N T t r a n s f o r m a t i o n d u r i n g b a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w i t h
v a r y in g i n i t i a l p h o s ph o r u s c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s
r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
1 5 0
12 5 —
10 0 —
3 7 5
5 0
2 5 —
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
0 9 m M P
1 7 m M P
2 0 4 0 6 0
t im e (h r s )
3 9
4 . 1
.
2 . 3 A m m o n i a A n a l y s e s
F i gu r e s 4 13 a n d 4 14 i n di c a t e t h e s a m e t r e n d s i n a mm o n i a c o n c e n t r a t i o n o v e r t im e
a s w e r e o b s e r v e d w it h s u c c in a t e I n F i g u r e 4 13 , a s l i g h t d e c r e a s e i n a m m o n i a i s o b s e r v e d
u p t o 7 2 h o u r s o f i n c u b a t i o n , a ft e r w h i c h t he a m m o n i a c o n c e n t r a t i o n l e v e l e d o f f o r e v e n
in c r e a s e d s li g h t l y T h e r e s u lt s p r e s e n t e d i n F i g u r e 4 14 s ho w t h e s a m e p he n o m e n a
T h e i n c r e a s e i n a m m o n i a o b s e r v e d a t l o n g i n c u b a t i o n t im e s i n t h e e x p e r im e n t s w it h
b o t h s u c c i n a t e a n d m o l a s s e s a s g r o w t h s u b s t r a t e s w a s t h o u g h t t o p o s s i b l y b e a r e s u l t o f
o x i d a t i v e d e a m i n a t i o n o f a n a m i n o g r o u p d u r i n g T N T t r a n s f o r m a t i o n T h e r e f o r e , a n
e x p e r im e n t w a s c o n d u c t e d th a t m o n i t o r e d a mm o n i a c o n c e n t r a t i o n s i n s i d e - b y - s i d e
r e a c t o r s w i t h T N T a n d w i t h o u t T N T . A c c o r d i n g t o F i g u r e 4 1 5, t h e d e c r e a s e i n a m m o n i a
f o l l o w e d b y a n i n c r e a s e i n a mm o n i a w a s o b s e r v e d i n r e a c t o r s w i t h a n d w i t h o u t T N T .
T h u s
,
i t d o e s n o t a p p e a r t h at T N T i s t h e s o u r c e o f a mm o n i a o b s e r v e d a t l o n g in c u b a t i o n
t im e s i n b a t c h c u l t u r e s
4 . 1 . 2 . 3 P h o s p h a t e A n a l y s e s
F ig u r e 4 16 s h o w s a g r a d u a l b u t s l i gh t d e c l i n e in p h o s p h a t e c o n c e n t r a t i o n w i t h
t im e o f i n c u b at i o n B ey o n d 2 5 h o u r s , t h e p h o sp h a t e c o n c e n t r a t i o n s c o n t i n u e d t o d e c l i n e
w i t h t h e e x c e pt i o n o f t h e c u l t u r e v ^ t h o u t a d d e d i n o r g a n i c n i t r o g e n I t a p p e a r s t h a t
p h o s p h o r u s w a s n o t u t i l i z e d a ft e r 2 5 h o u r s i n t h i s c u l t u r e F i g u r e 4 . 1 7 a l s o s h o w s a s m a l l
de c li n e in p h o sp h o r u s c o n c e n t r a t i o n i n a l l o f t h e c u l t u r e s i n 2 5 h o u r s H o w e v e r , it i s
im p o r t a n t t o r e m e m b e r t h a t t h e s a mp l e s w e r e d i lu t e d 3 t im e s f o r a n a ly s i s T h e r e f o r e a
d i f f e r e n c e o f o n l y 0 0 2 m g /L i n t h e a n a l y s i s c o r r e sp o n d s t o a di f e r e n c e o f o f 2 0 m g / L i n
t h e u n d il u t e d s a m p l e
4 0
F i g u r e 4 . 1 3
A m m o n i a - n i t r o g e n c o n c e n t r a t io n s d u r i n g b a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w it h
v a r y in g i n i t i a l in o r g a n i c n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t
t h e r a n g e o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
1 2 0
8 0
4 0 —J
0
- e -
^
C o n tr o l
O O m M P
0 2 m M P
0 9 m M P
1 7 m M P
0 4 0 80
t i m e (h o u r s )
12 0 16 0
4 1
F i g u r e 4 . 1 4
A m m o n i a - n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s d u r i n g b a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w i t h
v a r y i n g i n i t i a l p h o s p h o r u s c o n c e n t r a t i o n s V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e
o f s a m p l e s fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
30 0
#
2 0 0
■^
CO
1 0 0
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 m M N
0 8 mM N
1 6 mM N
0
0 4 0 80
t im e (h o u r s )
1 2 0 1 6 0
4 2
F i g u r e 4 . 1 5
A m m o n i a - n i t r o g e n c o n c e n t r a t i o n s du r i n g b a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s
w i t h a n d w i t h o u t T N T V e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t t h e r a n g e o f s a m p l e s
fr o m d u p l i c a t e r e a c t o r s
2 0 0 0 0
15 0 . 0 0 —
5 0
1 0 0 . 0 0
5 0 . 0 0
0 . 0 0
- # — 10 0 m g / L T NT
- 0 — 0 m g / L T NT
0 . 0 0 5 0 . 0 0 100 . 0 0
t i m e (h o u r s )
15 0 . 0 0 2 0 0 . 0 0
4 3
F i g u r e 4 . 1 6
P ho s p h a t e c o n c e n t r a t i o n s d u ri n g b a t c h g r o w t h o n m o l a s s e s w i t h v a r y i n g
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m o l a s s e s a r e e f f e c t i v e g r o w t h s u b s t r a t e s f o r m i c r o b i a l t r a n s f o r m a t i o n o f TN T .
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3 T N T t r a n s f o r m a t i o n r a t e s a p p e a r e d t o d e p e n d o n t h e n i t r o g e n a n d p h o s p h o r u s
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7 K i n e t i c m o d e l in g o f t h e c o m e t a b o l i s m o f T N T b y a n a e r o b i c m ix e d c u l t u r e f o l l o w e d
M i c h a e l i s - M e n t e n s a t u r a t i o n k i n e t i c s
, y i e l di n g t h e f o ll o w i n g k i n e t i c p a r a m e t e r s : q m a x =
0 0 9 4 h o u r
'
^ K n , = 2 7 m g /L (n e u t r a l pH , r o o m t e m p e r a t u r e )
5 7
8 T h e c o n s o r t i u m d e r i v e d fr o m a c t i v a t e d s l u d g e t ha t w a s n o t a c c l im a t e d t o T N T
t r a n s f o r m e d T N T f a s t e r t h a n a c o n s o r t i u m d e ri v e d fr o m T N T c o n t a m i n a t e d s o i l
,
i n d i c a t i n g th a t p r e - e x p o s u r e t o T N T i s n o t r e q u i r e d f o r i t s t r a n s f o r m a t i o n
•
5 8
6 . R E C O M M E N D A T I O N S
1 . T h e m e t a b o li t e s o f T N T t r a n s f o r m a t i o n b y t h e a e r o b i c c o n s o r t i u m d e r iv e d fr o m
T N T c o n t a m i n a t e d s o i l s h o u l d b e i d e n t i fi e d a n d q u a n t i fi e d F u r t h e r m o r e , t h e
m e t a b o l it e s sh o u l d b e c o m p a r e d t o t h o s e f o r m e d w i th T N T t r a n s f o r m a t io n s b y t h e
a c t i v a t e d s l u dg e c o n s o r t iu m
2 E x p e r i m e n t s w i t h r a d i o l ab e l e d T N T sh o u l d b e c o n d u c t e d t o q u a n t i fy t h e a m o u n t o f
T N T t h a t i s b e i n g m i n e r a l i z e d , c o n v e r t e d t o b i o m a s s , a n d t r a n s fo r m e d t o m e t a b o li t e s
3 T h e t o x i c i t y o f t h e m e t a b o l i t e s f o r m e d w i t h T N T t r a n s fo r m a t i o n s by t h e a c t i v a t e d
s l u d g e c o n s o r t i u m s ho u l d b e c o m p a r e d t o t h e t o x i c i t y o f t h e m e t a b o l i t e s fo r m e d b y t h e
n a t i v e s o il c o n s o r t iu m u s i n g t h e M i c r o t o x a s s a y s y s t e m
4 T h e M i c r o t o x a s s a y s h o u l d b e p e r f o r m e d o n t h e in d i v i d u a l m e t a b o l i t e s o f T N T
t r a n s fo r m at io n s t o h e l p i d e n t i fy t h e m e t a b o l i t e (s ) o f m o s t p o t e n t i a l c o n c e r n i n t h e fi e l d
5 T h e m u t a g e n i c i t y o f T N T m i c r o b i a l m e t a b o l i t e s r e l a t i v e t o t h e p a r e n t c o m p o u n d
sh o u l d b e s t u d i e d , i n c lu d i n g t h e m u t a g e n i c i t y o f t h e i n d i v i d u a l m e t a b o l i t e s .
6 P o t e n t i a l i n h i b i t i o n o f t h e b i o d e g r a d at i o n o f T N T o r i t s m e t a b o l it e s b y t h e
m e t a b o l i t e s o f T N T t r a n s fo r m a t i o n s (i e c o m p e t i t i o n f o r t r a n s f o r m a t i o n m e c h a n i sm s )
sh o u l d b e i n v e s t i g a t e d
7 M i c r o o r g a n i s m s s h o u l d b e i s o l a t e d fr o m t he a c t i v a t e d s lu d g e a n d n a t i v e s o i l
c o n s o r t i a a n d th e i r r a t e s o f T N T t r a n s fo r m a t i o n s h o u l d b e c o m p a r e d w i t h r a t e s o f
t r a n s f o r m a t io n o bt a i n e d w i t h t h e c o n s o r t i a
59
7 . WO R K S C I T E D
A r b u c k l e , W B a n d J E A l l e m a n ( 19 9 2 ) E fl u e n t t o x i c i t y u s i n g n i t ri fi e r s a n d
M i c r o t o x ™ Wa t e r E n v i r o n m e n t R e s e a r c h
,
6 4 :2 6 3 - 2 6 7
B o o p a t h y , R , J . M a n n i n g , C M o n t e m a g n o , a n d C K u l p a ( 19 9 4 a ) M e t a b o l i sm o f 2 , 4 , 6 -
T ri n i t r o t o l u e n e (T N T ) b y a P s e u d o m o n a s C o n s o r t i u m u n d e r A e r o b i c C o n d i t i o n s . C u r r e n t
Mi c r o b i o l o g y , 2 8 : 13 1 - 13 7
B o o p a t hy , R , C . F K u l p a , J F M a n n i n g , a n d C D M o n t e m a g n o ( 19 9 4 b )
B i o t r a n s fo r m a t i o n o f 2
,
4
,
6 - t r i n i t r o t o l u e n e (T N T ) by c o - m e t a b o l i sm w i th v a r i o u s c o -
s u b s t r a t e s : a l a b o r a t o r y - s c a l e st u dy B i o r e s o u r c e Te c h n o l o gy , 4 7 :2 0 5 - 2 0 8
B o o p a t hy , R M W i l s o n , C D M o n t egm a g n o , J F M a n n i n g , a n d C F K u l p a ( 1 9 9 4 c )
B i o l o g i c a l T r a n s f o r m a t i o n o f 2 , 4 , 6 - T r i n it r o t o l u e n e (T N T ) by So i l B a c t e r i a I s o l a t e d fr o m
T N T - C o n t a m in a t e d So i l B i o r e s o u r c e T e c h n o l o g y , A l 19 - 2 4
B o o p at h y , R , C F K u l p a , a n d M Wi l s o n ( 19 9 2 ) M e t a b o l i s m o f 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o t o l u e n e
(T N T ) by D e s u If o v i br i o sp (B s t r a in ) Ap p l i e d M i c r o b i o l o gy a i id B i o t e c h n o l o gy , 3 9 :2 7 0 -
2 7 5
B r a d l e y , P M , F H C h a p e l l e , J E L a n dm e y e r , a n d J G Sc h u m a c h e r ( 1 9 9 4 ) M i c r o b ia l
T r a n s f o r m a t i o n o f N i t r o a r o m a t i c s i n Su r f a c e So i l s a n d A q u i f e r M a t e r i a l s A p p l i e d a n d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy , 6 0 : 2 17 0 - 2 17 8
B r i n g m a n n , G , a n d R K u h n ( 19 8 0 ) C o m p a r i s o n s o f t h e t o x i c i t y t hr e sh o ld s o f w a t e r
p o l l u t a n t s t o b a c t e r i a , a l g a e , a n d p r o t o z o a n i n t h e c e l l m u l t i p l i c a t i o n i n h i b i t i o n t e s t s Wa t e r
R e s e a r c h
,
14 : 2 3 1 - 2 4 1
C a r p e n t e r , D F , N G M c C o r m i c k , J . H , C o m e U, a n d A M K a p l a n ( 19 78 ) M i c r o b i a l
T r a n s f o r m a t i o n o f
' ' *
C - L a b e l e d 2 , 4 , 6 - T r in i t r o t o l u e n e i n a n A c t i v a t e d - S lu dg e Sy s t e m
A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy , 3 5 : 9 4 9 - 9 5 4
C ha n n o n , H J , G T M i l l s , a n d R T Wi l li a m s ( 19 4 4 ) T h e m e t a b o l i sm o f 2 , 4 , 6 -
t r i n i t r o t o l u e n e B i o c h e m i s t r y J o u r n a l . 3 8 : 7 0 - 8 5
D a n i e l s , L . ( 19 9 0 ) C u r r i c u l u m f o r U n d e r g r a d u a t e Mi c r o b i o l o g y : A U n i v e r s i ty R e p o r t ,
U n i v e r s i ty of I o w a , I o w a C it y , p p 2 0 - 2 2
D u qu e , E . , A H a i d o u r , F G o d o y , a n d J L R a m o s ( 19 9 3 ) C o n s t r u c t i o n o f di P s e u do m o n a s
H y b r i d St r a i n T h a t M i n e r a l iz e s 2 , 4 , 6 - T r in i t r o t o l u e n e J o u r n a l o f B a c t e r i o l o gy , 17 5 : 2 2 7 8 -
2 2 8 3
6 0
D u t k a , B J , N N y h o lm , a n d J P e t e r s e n ( 1 9 8 3 ) C o m p a ri s o n o f S e v e r a l M i c r o b i o lo g i c a l
T o x i c i t y Sc r e e n i n g T e s t s Wa t e r R e s e a r c h , 1 7 : 1 3 6 3 - 1 3 6 8
F e r n a n d o , T , J A B u mp u s , a n d S D A u s t ( 1 9 9 0 ) B i o d e g r a d a t io n o f T N T ( 2 , 4 , 6 -
t ri n i t r o t o l u e n e ) by P h a n e r o c h a e t e c h r y s o s p o r i u m . A p p l i e d a t jd E n v i r o n m e n t a l
Mi c r o bi o l o g y , 5 6 : 16 6 6 - 1 6 7 1
F u n k
,
S B .
,
D J R o b e r t s
,
D S C r a w f o r d
,
a n d R L C r a w f o r d ( 19 9 3 ) I n i t i a l P h a s e
O p t im i z a t i o n f o r B i o r e m e d i a t i o n o f M u n i t i o n C o m p o u n d - C o n t a m i n a t e d So i l s A p p l i e d
a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 1 5 : 2 17 1 - 2 1 7 7 .
H a l l a s
,
L E a n d M A l e x a n d e r ( 19 82 ) M i c r o b i a l T r a n s f o r m a t i o n o f N i t r o a r o m a t i c
C o m p o u n d s i n S e w a g e E ffl u e n t Ap p l i e d a n d E n v i r o n m e n ta l M i c r o b i o l o gy , 4 5 : 12 34 -
1 2 4 1
H a r v e y , S . D , R J Fe l lo w s , D A C a t a l d o , a n d R M B e a n ( 19 9 0 ) A n a ly s i s o f 2 , 4 , 6
t ri n i t r o t o l u e n e a n d it s t r a n s f o r m a t i o n p r o d u c t s i n s o i l s a n d p l a n t t i s s u e s b y h i g h -
p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y J o u r n a l of Ch r o m a t o g r a p hy , 5 1 8 : 3 6 1 - 3 7 4
I n d o r a t o
,
A M
,
K B Sn y d e r , a n d P J U s i n o w i c z ( 19 84 ) T o x i c i t y Sc r e e n i n g U s i n g
M i c r o t o x A n a l y z e r I n ; D L i u a n d B J D u t k a (e d ) To x i c i ty Sc r e e n i n g P r o c e d u r e s U s i n g
B a c t e r i a l Sy s t e m s M a r c e l D e k k e r , N e w Y o r k , N Y , p p 3 7 - 5 3
K a p l a n , D L a n d A M K a p l a n ( 19 8 2 a ) 2 , 4 , 6 - T ri n i t r o t o lu e n e - Su r f a c t a n t C o m p l e x e s :
D e c o m p o s i t i o n , M u t a g e n i c it y , a n d So i l L e a c h i n g St u d i e s E n v i r o n . Sc i . Te c h n o l . , 1 6 : 5 6 6 -
5 7 1
K a p l a n , D L a n d A M K a p l a n ( 19 8 2 b ) T h e r m o p hi l i c B i o t r a n s f o r m a t i o n s o f 2 , 4 , 6 -
T ri n i t r o t o l u e n e U n d e r Sim u l a t e d C o m p o s t i n g C o n d it i o n s A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 4 4 : 7 5 7 - 7 6 0
K a p l a n , D L a n d A M K a p l a n ( 19 8 3 ) R e a c t iv i t y o f T N T a n d T N T M i c r o b i a l R e d u c t i o n
P r o d u c t s Wit h So i l C o m p o n e n t s , T e c h n i c a l R e p o r t N o 8 3 - 0 4 1, U S A r my N a t i c k
R e s e a r c h, D e v e l o p m e n t a n d E n g i n e e ri n g C e n t e r , N a t i c k , M A
K a p l a n , D L ( 19 9 0 ) B i o t r a n s f o r m a t i o n p a t h w a y s o f h a z a r d o u s e n e r g e t ic c o m p o u n d s p p .
15 5 - 18 2 in D K a m e l y , A C h a k r a ba r t y , a n d G S Om & m ( e d s ) . A d v a n c e s i n Ap p l i e d
B i o t e c h n o l o gy , 4 : B i o t e c h n o l o gy a n d B i o de g r a d a t i o n , P o r t f o l io P u bl i shi n g , T h e
Wo o d l a n d s
,
T X
K i n g , E F ( 19 84 ) A c o m p a r a t iv e s t u d y o f m e t h o d s f o r a s s e s s i n g t h e t o x i c it y t o b a c t e ri a o f
s i n g le c h e m i c a l s a n d m i x t u r e s I n : D L L i u a n d B J D u t k a (e d ) T o x i c i ty Sc r e e n i n g
P r o c e d u r e s U s i n g B a c t e r i a l Sy s t e m s . M a r c e l D e kk e r , N e w Y o r k , N Y , p p 17 5 - 19 4
6 1
K i t a m u r a
,
S N N a ri a i a n d K T a t s u m i ( 19 8 3 ) St u d i e s o n b a c t e r i a l n i t r o r e d u c t a s e s
E n z y m e s i n v o l v e d i n r e d u c t io n o f a r o m a t i c n i t r o c o m p o u n d s i n E s c h e r i c h i a c o l i . J .
P h a r m Dy n . , 6 A S- 2 4
K l a u s m e i e r , R E a n d E I J a m i s o n ( 19 7 3 ) T h e e f f e c t o f t r i n i t r o t o l u e n e o n
m i c r o o r g a n i sm s D e v . I n d M i c r o b i o l 1 5 :3 0 9 - 3 17 .
L e mb e r g R . , a n d J . P . C a l l a g h a n ( 194 4 ) M e t a b o l i s m o f s y m m e t r i c a l t r i n i t r o t o l u e n e
N a t u r e
,
1 5 4 : 7 6 8
L o g u e , C , L B K o o pm a n , G K B r o w n , a n d G B i t t o n ( 1 9 8 9 ) T o x i c i t y s c r e e n i n g i n a
l a r g e , m u n i c i p a l w a s t e w a t e r s y s t e m J o u r n a l of t h e Wa t e r P o l l u t i o n C o n t r o l F e d e r a t i o n ,
6 1 : 6 3 2 - 6 4 0 .
M a j o r , M A , a n d J C A m o s ( 19 9 3 ) I n c i n e r a t i o n o f E x p l o s i v e - C o n t a m i n at e d So i l
H a z a r d o u s M a t e r i a l s Co n t r o l
,
M a r c h/ A p r i l : 2 6 - 2 7
M c C o r m i c k
,
N O
,
F E Fe e h e r r y , a n d H S L e v i n s o n ( 19 7 6 ) M i c r o b i a l T r a n s f o r m a t i o n o f
2
,
4
,
6 - T r i n it r o t o l u e n e a n d O t h e r N i t r o a r o m a t i c C o m p o u n d s A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o gy , 3 1 :9 4 9 - 9 5 8
M i c h e l s
,
J a n d G G o t t s c h a l k ( 19 9 4 ) I n h i b it i o n o f t h e l i g n i n p e r o x i d a s e o f P h a n e r o c ha e t e
c h r y s o sp o r i u m b y h y d r o x y l a m i n o - d i n i t r o t o l u e n e A pp l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o bi o l o g y , 6 0 : 1 8 7 - 19 4
M i c r o b i c s C o r p o r a t i o n H o w t o R u n T o x i c i t y T e s t s U s i n g t h e M i c r o t o x M o d e l 50 0
P u b Uc a t i o n N o 5 5 5 8 8 0 - R l B o o k l e t fr o m M i c r o b i c s C o r p , C a r l sb a d , C A
M o n t e m a g n o , C D ( 19 9 1) E v a l u a t i o n o f t h e F e a s ib i l i t y o f B i o d e g r a d i n g E x p l o s i v e s -
C o n t a m i n a t e d S o i l s a n d G r o u n d w a t e r at t h e N e w p o r t A r m y A m m u n i t i o n P l a n t CE T H A -
T S- CR - 9 2 0 0 A r g o n n e N a t i o n a l L a b o r a t o r y , A r g o n n e , I L .
O sm o n , J L a n d R E K l a u s m e i e r ( 1 9 7 2 ) T h e m i c r o b i a l d e g r a d a t i o n o f e x p l o s iv e s D e v .
I t td . M i c r o b i o l .
,
1 4 : 2 4 7 - 2 52
Qu r e shi , A A , R N C o l e m a n , a n d J H P a r a n ( 19 8 4 ) E v a l u a t i o n a n d R e fi n e m e n t o f t h e
M i c r o t o x T e s t f o r U se i n T o x i c i t y Sc r e e n i n g i n : D L L iu a n d B . J D u t k a ( e d ) To x i c i t y
Sc r e e n i n g P r o c e d u r e s U s i n g B a c t e r i a l Sy s t e m s . M a r c e l D e kk e r N e w Y o r k , N Y , p p 1- 2 2 .
Se g e l , I H E n z y m e K i n e t i c s , J o hn W il e y & So n s , N e w Y o r k , 1 9 7 5
Sh a c k m a n n , H R M u Ue r ( 19 9 1 ) R e d u c t i o n o f n i t r o a r o m a t i c c o m p o u n d s b y d i f f e r e n t
P s e u d o m o n a s sp e c i e s u n d e r a e r o b i c c o n d it i o n s A p p l i e d M i c r o b i o l o g y a n d
B i o t e c hn o l o gy , 3 4 : 80 9- 8 13 .
6 2
Sm o c k
,
L A
,
D L St o n e b u m e r
,
a n d J R C l a r k ( 19 7 6 ) T h e t o x i c e f f e c t s o f t r i n it r o t o l u e n e
(T N T ) a n d i t s p r im a r y d e gr a d a t i o n p r o du c t s o n t w o s p e c i e s o f a l g a e a n d t h e f a t h e a d
m i n n o w . Wa t e r R e s e a r c h , 1 0 ; 5 3 7 - 5 4 3 .
So m a s u n d a r a m
,
L
,
J R C o a t s , K D R a c k e , a n d H M St a h r ( 19 9 0 ) A p p l i c a t i o n o f t h e
M i c r o t o x s y s t e m t o a s s e s s t h e t o x i c i t y o f p e s t ic i d e s a n d t he i r hy d r o l y s i s m e t a b o l i t e s B u l l .
E n v i r o n . C o n t a m . T o x i c o l . 4 4 : 2 5 4 - 2 5 9
S p a n g g o r d , R J , T M i l l , T C h u o W M ab e y , J Sm i t h, a n d S L e e ( 19 8 0 ) E n v i r o n m e n t a l
F a t e St u d i e s o n C e r t a i n M u n i t i o n Wa s t e w a t e r C o n s t i t u e n t s - L a b St u d i e s A D A 0 9 9 2 5 6
SR I I n t e r n a t i o n a l
,
M e n l o Pa r k
,
C A
S p a n g g o r d , R J K E M o r t e lm a n s , A F Gri fi n a n d V F S im m o n ( 19 8 2 ) M u t a g e n i c i t y i n
Sa s l m o n e l l a ty p h i m u r i u m a n d St r u c t u r e - A c t iv i t y R e l a t i o n sh i p s o f W a s t e w a t e r
C o m p o n e n t s E m a n a t in g F r o m t h e M a n u f a c t u r e o f T r in i t r o t o l u e n e E n v i r o n m e n t a l
Mu t a g e n e s i s , 4 1 6 3 - 1 7 9 .
S p a n g g o r d , R J , W R M ab e y , T . W Ch o u , a n d J H Sm i t h ( 19 8 5 ) E n v i r o n m e n t a l f a t e o f
s e l e c t e d n i t r o a r o m a t i c c o m p o u n d s i n t h e a qu a t i c e n v i r o n m e n t To x i c i ty of N i t r o a r o m a t i c
C o mp o w ^d s . M c G r a w - H i l l , Wa s h i n g t o n , B . C . 15 - 3 3
Sp ik e r , J K , D L C r aw f o r d , a n d R L C r a w f o r d ( 19 9 2 ) I n fl u e n c e o f 2 , 4 , 6 - T ri n i t r o t o l u e n e
(T N T ) C o n c e n t r at i o n o n t h e D e g r a d a t i o n o f T N T in E x p l o s i v e - C o n t a m i n a t e d So il s by t h e
Wh i t e R o t F u n gu s P h a n e r o c ha e t e c h r y s o s p o r i u m Ap p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o gy , 5 8 : 3 19 9 - 3 2 0 2
S Y S T A T
,
I n c ( 19 8 6 ) E v a n s t o n , I L
T r a x l e r
,
R W
,
E W o o d a n d J M D e l a n e y ( 19 74 ) b a c t e ri a l d e g r a d a t i o n o f a l p h a - T N T
D e v . h id . M i c r o b i o l , 1 6 :7 1 - 7 6.
T s a i
,
T S
,
R J T u r n e r
,
a n d C J Sa n v i ll e ( 1 9 9 0 ) B i o t r e a t m e n t o f R e d W a t e r w it h F u n g a l
S y s t e m s D E 9 1 - 0 0 6 5 0 1 N a t i o n a l T e c h n i c a l I n f o r m a t i o n S e r v i e c e , U S D e p a r t m e n t o f
C o m m e r c e
,
Sp r i n gfi e l d , V A
U r b a n s k i
,
T ( 19 8 4 ) C h e m i s tr y a n d Te c h n o l o gy o f E x p l o s i v e s , V 4 , P e r g a m o n P r e s s ,
O x f o r d , U K
U SE P A ( 19 9 5) S i t e T e c h n o l o gy C a p s u l e : J . R . Si mp l o t E x - Si t u B i o r e m e d ia t i o n
Te c h n o l o g y : TN T , O fi c e o f R e s e a r c h a n d D e v e l o p m e n t , C in c i n n a t i , O H (p u b l i c a t i o n
p e n d i n g )
W o n
,
W D
,
R J H e c k ly , D J G lo v e r , an d J C H o f s o mm e r ( 19 73 ) M e t a b o l i c D i sp o s it i o n
o f 2 , 4 , 6- T ri m t r o t o l u e n e A p p l i e d M i c r o b i o l o gy , 2 7 : 5 13 - 5 16
6 3
Wo n
,
W D
,
L H D i S a l v o
,
a n d N G Ja m e s ( 19 7 5 ) T o x i c it y a n d M u t a g e n i c it y o f 2 , 4 , 6 -
T r i n i t r o t o lu e n e a n d I t s M i c r o bi a l M e t ab o li t e s A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l Mi c r o b i o l o gy ,
3 1 : 5 7 6 - 58 0
Z w a r t D D
,
a n d W Sl o o f f ( 19 8 3 ) T h e M i c r o t o x A s A n A l t e r n at i v e A s s a y i n t h e A c u t e
T o x i c i t y A s s e s s m e n t o f W a t e r P o l l u t a n t s . A q u a t i c T o x i c o l o gy , 4 : 12 9 - 1 3 8 .
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6 5
A b s o r b a n c e @ 6 0 0 n i n
S u c c i n a t e C o - S u b s t r a t e
N u t r i e n t A b s o r b a n c e @6 0 0 n n i
C o n c e n t r a t i o n t = 0 h o u r s
C o n t r o l 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 mM N 0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 m M N 0 0 0 0 0 0 0 0
0 7 m M N 0 0 0 0 0 0 0 0
1 6 m M N 0 0 0 0 0 . 0 0 0
M e a n St a n d a r d
D e v i a t i o n
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 m M N
0 7 mM N
1 6 mM N
t= 2 0 h o u r s
0 0 13 0 0 0 9
0 18 7 0 18 0
0 2 5 2 0 2 5 2
0 3 2 8 0 3 10
0 3 3 7 0 3 3 7
0 0 1 1 0 0 0 2
0 1 84 0 0 0 3
0 2 5 2 0 0 0 0
0 3 19 0 0 0 9
0 3 3 7 0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 mM N
0 7 mM N
1 6 mM N
t = 4 6 h o u r s
0 0 13 0 0 0 9
0 4 2 0 0 32 8
0 4 3 2 0 4 2 0
0 6 3 8 0 6 2 0
0 6 3 8 0 6 5 8
0 0 1 1 0 0 0 2
0 3 74 0 0 4 6
0 4 2 6 0 0 0 6
0 6 2 9 0 0 0 9
0 6 4 8 0 0 10
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 m M N
0 7 mM N
1 6 m M N
t = 9 2 h o u r s
0 0 13 0 0 0 9
0 4 5 6 0 4 2 0
0 4 8 1 0 4 5 6
0 5 8 5 0 4 8 1
0 6 0 2 0 5 3 8
0 0 1 1 0 0 0 2
0 4 3 8 0 0 18
0 4 69 0 0 13
0 5 3 3 0 0 5 2
0 5 70 0 . 0 3 2
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 mM N
0 7 m M N
1 6 mM N
t = 16 4 h o u r s
0 0 3 2 0 0 2 2
0 2 8 4 0 2 6 0
0 3 19 0 2 4 4
0 3 8 7 0 3 7 7
0 3 6 7 0 3 8 7
0 0 2 7 0 0 0 5
0 2 7 2 0 0 12
0 2 8 1 0 0 3 7
0 3 8 2 0 0 0 5
0 3 7 7 0 0 10
6 6
A b s o r b a n c e @ 6 0 0 n m
S u c c i n a t e C o - S u b s t r a t e
A b s o r b a n c e @6 0 0 n n i
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n t = 0 h o u r s
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 m M P
1 0 m M P
2 0 m M P
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
M e a n St a n d a r d
D e v i a t i o n
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 mM P
1 0 mM P
2 0 mM P
t = 20 h o u r s
0 0 0 0 0 0 0 4
0 13 1 0 , 12 5
0 3 19 0 3 19
0 4 4 4 0 4 4 4
0 4 9 5 0 . 4 9 5
0 0 0 2 0 0 0 2
0 12 8 0 0 0 3
0 3 19 0 0 0 0
0 4 4 4 0 0 0 0
0 4 9 5 0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
1 0 m M P
2 0 mM P
t = 4 6 h o u r s
0 0 0 0 0 0 0 4
0 3 7 7 0 . 3 9 8
0 6 0 2 0 6 0 2
0 6 3 8 0 60 2
0 6 7 8 0 6 9 9
0 0 0 2 0 0 0 2
0 3 8 7 0 0 1 1
0 6 0 2 0 0 0 0
0 6 2 0 0 0 18
0 6 8 8 0 0 1 1
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 mM P
1 0 mM P
2 0 mM P
t = 9 2 h o u r s
0 0 04 0 0 04
0 4 0 9 0 4 5 6
0 5 8 5 0 5 8 5
0 5 8 5 0 5 3 8
0 5 5 3 0 62 0
0 0 0 4 0 0 0 0
0 4 3 2 0 0 2 3
0 5 8 5 0 0 0 0
0 56 1 0 0 2 4
0 5 8 6 0 0 3 3
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
1 0 m M P
2 0 mM P
t = 16 4 h o u r s
0 0 18 0 0 0 9
0 3 5 7 0 3 7 7
0 3 5 7 0 3 7 7
0 3 9 8 0 3 7 7
0 4 0 9 0 4 6 9
0 0 13 0 0 0 4
0 3 6 7 0 0 10
0 3 6 7 0 . 0 10
0 3 87 0 0 1 1
0 4 39 0 0 3 0
6 7
T N T C o n c e n t r a t i o n s w i t h V a r i o u s N u t r i e n t C o n c e n t r a t i o n s
Su c c i n a t e C o - S u b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 0 m M N
0 2 0 mM N
0 7 0 mM N
1 6 0 mM N
T N T (m g / L )
t = 0 h o u r s
1 2 0
1 1 7
1 1 8
1 17
12 3
M e a n S t a n d a r d
D e v i a t i o n
1 1 8 1 19 1
1 1 5 1 1 6 1
12 4 12 1 3
12 0 1 19 2
12 2 12 3 1
C o n t r o l
0 0 0 m M N
0 2 0 mM N
0 7 0 m M N
1 6 0 m M N
t= 2 0 h o u r s
5 0
5 5
5 8
4 7
9 9
9 7
8 8
5 8
8 0
9 9 N A
74
7 2
5 8
64
2 4
17
0
1 7
C o n t r o l
0 0 0 m M N
0 2 0 mM N
0 7 0 m M N
1 6 0 mM N
t= 4 6 h o u r s
9 6
4 7
3 9
2 9
2 7
5 1
19
2 4
2 1
9 6 N A
4 9 2
2 9 10
2 7 3
2 4 3
C o n t r o l
0 0 0 mM N
0 2 0 m M N
0 70 m M N
1 6 0 mM N
t = 9 2 h o u r s
9 7
12
8
5
7
9 9
2 0
8
4
5
9 8
16
8
5
6
1
4
0
1
1
C o n t r o l
0 0 0 m M N
0 2 0 mM N
0 7 0 m M N
1 6 0 mM N
t = 164 h o u r s
1 16
0
0
1
1
10 3
1
0
1
1
1 10
1
0
1
1
7
1
0
0
0
6 8
T N T C o n c e n t r a t i o n s w i t h V a r i o u s N u t r i e n t C o n c e n t r a t i o n s
S u c c i n a t e C o - Su b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 0 mM P
0 2 0 m M P
1 . 0 0 mM P
2 0 0 mM P
T N T (m g/ L )
t = 0 h o u r s
1 16
1 15
12 2
1 19
12 2
M e a n St a n d a r d
D e v i a t i o n
1 3 0 12 3 7
12 5 12 0 5
12 5 124 2
12 5 122 3
12 1 12 2 1
C o n t r o l
0 0 0 m M P
0 2 0 m M P
1 0 0 mM P
2 0 0 m M P
t = 2 0 h o u r s
1 10
8 9
9 3
6 3
4 5
1 19
1 13
7 7
6 6
1 15
10 1
8 5
6 5
4 5 N A
5
12
8
2
C o n t r o l
0 0 0 mM P
0 2 0 m M P
1 0 0 m M P
2 0 0 m M P
t = 4 6 h o u r s
12 3
3 7
3 7
4 1
2 7
12 7
6 0
4 4
18
4 2
12 5
4 9
4 1
3 0
3 5
2
12
4
12
8
C o n t r o l
0 0 0 m M P
0 2 0 mM P
1 0 0 mM P
2 0 0 mM P
t= 9 2 h o u r s
1 16
14
3
5
6
1 19
10
6
7
9
1 18
12
5
6
8
2
2
2
1
2
C o n t r o l
0 0 0 mM P
0 2 0 mM P
1 0 0 mM P
2 0 0 mM P
t = 16 4 h o u r s
12 9
0 . 2
0 4 1
0 6 8
1 3 8
12 6
0 3 7
0 84
1 3
2 3 1
12 8
0
1
1
2
2
0
0
0
0
6 9
A m m o n i a C o n c e n t r a t i o n s
Su c c i n a t e C o - Su b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 m M N
0 . 2 mM N
0 7 m M N
1 6 m M N
N H 3 - N ( m g /L )
t = 0
6 8
7 6
2 0 2 5
10 0 10 9
2 15 2 2 2
S t a n d a r d
M e a n D e v i a t i o n
7 1
7 1
2 3 3
10 5 5
2 19 4
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 mM N
1 6 m M N
t = 2 0 h o u r s
2
2
2
18
12 1
7
7
7
4 4
13 0
5
5
5
3 1
12 6
3
3
3
13
5
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
t = 9 6 h o u r s
8
14
16
5 5
14 0
6
10
12
7 2
13 2
7
12
14
6 4
13 6
1
2
2
9
4
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
t = 16 4 h o u r s
3
8
17
7 5
15 2
4
5
19
7 8
13 6
4
7
1 8
7 7
14 4
1
2
1
2
8
7 0
A m m o n i a C o n c e n t r a t i o n s
S u c c i n a t e C o - S u b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
1 0 m M P
2 0 m M P
N H 3 - N (m g/ L )
t = 0
8 4 8 7
8 5 8 3
7 8 8 3
8 4 8 3
8 2 8 4
St a n d a r d
M e a n D e v i a t i o n
8 6 2
8 4 1
8 1 3
8 4 1
8 3 1
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
1 0 m M P
2 0 m M P
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
1 0 m M P
2 0 mM P
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
1 0 m M P
2 0 mM P
t= 2 0 h o u r s
7 8
7 3
14
19
17
t = 9 6 h o u r s
8 2
7 6
3 6
3 8
5 0
t = 16 4 h o u r s
8 0
7 0
5 8
5 1
64
6 8
7 0
2 7
2 5
15
7 6
7 2
2 9
3 1
4 0
8 1
6 9
5 7
5 3
6 5
7 3
7 2
2 1
2 2
16
7 9
7 4
3 3
3 5
4 5
8 1
7 0
5 8
5 2
6 5
5
2
7
3
1
3
2
4
4
5
7 1
P h o s p h a t e C o n c e n t r a t i o n s
S u c c i n a t e C o - Su b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 m M N
0 . 7 m M N
1 . 6 m M N
P 0 4 - 2 (m g /L ) St a n d a r d
t = 0 M e a n D e v i a t i o n
3 5E + 0 2 3 8E + 0 2 3 7E + 0 2 1 5 E + 0 1
3 9 E + 0 2 3 4E + 0 2 3 7 E + 0 2 2 5 E + 0 1
3 2 E + 0 2 4 2 E + 0 2 3 7 E + 0 2 5 0 E + 0 1
3 4 E + 0 2 4 3E + 0 2 3 9 E + 0 2 4 5 E + 0 1
4 0 E + 0 2 4 4 E + 0 2 4 . 2E + 0 2 2 . 0 E + 0 1
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
t = 20 h o u r s
3 5E + 0 2 3 4 E + 0 2 3 5 E + 0 2 5 0 E + 0 0
3 7E + 0 2 3 6E + 0 2 3 7 E + 0 2 5 0 E + 0 0
3 6E + 0 2 3 0 E + 0 2 3 3 E + 0 2 3 0 E + 0 1
3 5E + 0 2 3 8 E + 0 2 3 7 E + 0 2 1 . 5 E + 0 1
3 5E + 0 2 3 2E + 0 2 3 4 E + 0 2 1 5 E + 0 1
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 mM N
0 7 mM N
1 6 mM N
t = 9 6 h o u r s
3 5 E + 0 2 3 6 E + 0 2 3 6 E + 0 2 5 0 E + 0 0
2 8E + 0 2 2 9 E + 0 2 2 9 E + 0 2 5 0 E + 0 0
2 7E + 02 2 8E + 0 2 2 8 E + 0 2 5 0 E + 0 0
2 8E + 0 2 3 1E + 0 2 3 0 E + 0 2 1 5 E + 0 1
3 . 1E + 02 3 1E + 0 2 3 1E + 0 2 O OE + 0 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 7 m M N
1 6 m M N
t = 16 4 h o u r s
3 6E + 0 2 3 4E + 02 3 5 E + 0 2 l OE + 0 1
2 9 E + 0 2 3 1E + 0 2 3 0 E + 0 2 l OE + 0 1
3 0 E + 0 2 3 1E + 0 2 3 1E + 0 2 5 0 E + 0 0
3 0 E + 0 2 3 2E + 0 2 3 1E + 0 2 l OE + 0 1
3 0 E + 0 2 3 2E + 0 2 3 1E + 0 2 l OE + 0 1
72
P h o s p h a t e C o n c e n t r a t i o n s
S u c c i n a t e C o - Su b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
1 0 mM P
2 . 0 m M P
P 0 4 - 2 ( m g / L )
t = 0
l OE + 0 1 3 0 E + 0 1
l OE + 0 1 l . OE + 0 1
1 8 E + 0 2 1 7 E + 0 2
l l E + 0 3 8 9 E + 0 2
2 . 1E + 0 3 1 . 7 E + 0 3
S t a n d a r d
M e a n D e v i a t i o n
2 0 E + 0 1 l OE + 0 1
l OE + 0 1 O OE + 0 0
1 8 E + 0 2 5 0 E + 0 0
9 9 E + 0 2 9 5E + 0 1
1 9 E + 0 3 1 9 E + 0 2
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
1. 0 m M P
2
.
0 m M P
t= 20 h o u r s
5 0 E + 0 1 l OE + 0 1 3 0 E + 0 1 2 0 E + 0 1
4 0E + 0 1 l OE + 0 1 2 5 E + 0 1 1 5E + 0 1
1 9 E + 0 2 1 3 E + 0 2 1 6 E + 0 2 3 0 E + 0 1
8 5 E + 0 2 7 8 E + 0 2 8 2 E + 0 2 3 5E + 0 1
1 6 E + 0 3 1 8 E + 0 3 1 7 E + 0 3 9 5E + 0 1
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
1 0 mM P
2 0 m M P
t = 9 6 h o u r s
4 0 E + 0 1 4 0 E + 0 1 4 0 E + 0 1 O OE + 0 0
3 0 E + 0 1 4 0 E + 0 1 3 5E + 0 1 5 . 0 E + 0 0
1 8 E + 0 2 l 3 E + 0 2 1 6 E + 0 2 2 5E + 0 1
8 2 E + 0 2 8 2 E + 0 2 8 2 E + 0 2 O OE + 0 0
1 7 E + 0 3 1 7 E + 0 3 1 7 E + 0 3 O OE + 00
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
1 0 m M P
2 . 0 m M P
t = 16 4 h o u r s
2 0 E + 0 1 5 0 E + 0 1 3 5 E + 0 1 1 5E + 0 1
3 0 E + 0 1 2 0 E + 0 1 2 5E + 0 1 5 0 E + 0 0
1 8 E + 0 2 1 7E + 0 2 1 8 E + 0 2 5 0 E + 0 0
8 5E + 0 2 8 5E + 0 2 8 5E + 0 2 O OE + 0 0
1 7 E + 0 3 1 7E + 0 3 1 7 E + 0 3 5 0 E + 0 0
7 3
A b s o r b a n c e@ 6 0 0 n m
M o l a s s e s C o - S u b s t r a t e
•
N u t ri e n t A b s o r b a n c e @6 0 0 n n i
C o n c e n t r a t i o n t = 0 h o u r s M e a n S t a n d a r d
D e v i a t i o n
C o n t r o l 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 m M N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 m M N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 8 m M N 0 . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 6 m M N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 mM N
0 8 m M N
1 6 m M N
t = 2 5 h o u r s
0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 2 9 0 2 2 2
0 2 15 0 2 2 2
0 2 1 5 0 2 0 8
0 18 7 0 19 4
0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 2 5 0 0 04
0 2 18 0 0 0 4
0 2 1 1 0 0 0 4
0 19 0 0 0 3
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 mM N
0 8 m M N
1 6 mM N
t= 4 8 h o u r s
0 0 13 0 0 0 9
0 4 5 6 0 4 8 1
0 4 4 4 0 4 4 4
0 4 3 2 0 4 0 9
0 3 8 7 0 3 8 7
0 0 1 1 0 0 0 2
0 4 6 9 0 0 13
0 4 4 4 0 0 0 0
0 4 2 0 0 1 1
0 3 8 7 0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 8 m M N
1 6 m M N
t= 73 h o u r s
0 , 0 1 3 0 0 0 9
0 5 3 8 0 5 0 9
0 5 2 3 0 5 0 9
0 5 2 3 0 5 0 9
0 4 6 9 0 4 6 9
0 . 0 1 1 0 . 0 0 2
0 5 2 3 0 0 14
0 5 16 0 0 0 7
0 5 16 0 0 0 7
0 4 69 0 0 0 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 8 m M N
1 6 m M N
t= 14 4 . 5 h o u r s
0 0 13 0 0 13
0 5 0 9 0 4 8 1
0 5 0 9 0 5 2 3
0 6 0 2 0 55 3
0 5 3 8 0 50 9
0 0 13 0 0 0 0
0 4 9 5 0 0 14
0 5 16 0 0 0 7
0 5 7 7 0 0 2 5
0 5 2 3 0 0 14
7 4
M o l a s s e s C
o - » « " s t r a
x e
A b s o r b a
n c e @6 0 0 n m
^ ^ ^ ^ ^ ^ ^
^ ^ ^ ^
D e v i a t i o n
M u t r i e n t t = n h o u r s
C o n c e n t r a t
i o n ^
^ ^ ^ ^
q OOO
C o n t r o l
^ QQQ
0 0 0 0
0 ^ " f , p 0 0 0 0 0 0 0 0
' ' " ^ P 0 0 0 0 0 0 0 0
0 9 " ^ p 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0 0
0 00 0
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 t n M P
0 9 t n M P
1 7 fl M P
t = 2 5 h o u r s
0 0 0 0 0
0 0 0
0 0 6 6
0 0 6 6
0 0 56
0 0 6 6
0 0 6 0
0 0 6 6
0 0 6 0
0 0 6 6
0 0 00
0 0 6 3
0 0 6 6
0 0 5 8
0 0 6 6
0 0 0 0
0 0 0 3
0 0 0 0
0 0 0 2
0 . 0 0 0
C o n t r o l
0 0 n \ M P
0 2 m M P
0 9 n i M P
1 7 mM P
♦ = 4 8 h o u r s
0 0 0 4
0 0 0 0
0 13 1
0 16 7
0 18 0
0 18 7
0 15 5
0 15 5
0 19 4
0 1 67
0 0 0 2
0 14 3
0 16 1
0 18 7
0 1 77
0 0 02
0 0 12
0 0 0 6
0 0 0 7
0 0 10
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
0 9 m M P
1 7 n M P
t = 7 3 h o u r
s
0 0 0 4 0
0 0 4
0 16 7
0 19 4
0 . 19 4
0 2 2 9
0 1 8 7
0 2 1 5
0 2 0 1
0 18 0
0 0 0 4
0 17 7
0 2 04
0 19 7
0 2 0 5
0 0 0 0
0 0 10
0 0 10
0 0 0 3
0 02 4
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
0 9 m M P
1 7 m M P
t = l 4 4 . 5 h
o u r s
0 0 0 4
0 0 0 0
0 3 4 7
0 2 2 2
0 19 4
0 2 22
0 3 57
0 18 7
0 2 0 8
0 19 4
0 0 0 2
0 3 52
0 2 04
0 2 0 1
0 2 0 8
0 0 0 2
0 0 0 5
0 0 17
0 .0 0 7
0 0 1 4
7 5
T N T C o n c e n t r a t i o n s w i t h V a ri o u s N u t ri e n t C o n c e n t r a t i o n s
M o l a s s e s C o - S u b s t r a t e
N u t ri e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 0 mM N
0 . 2 0 m M N
0 80 mM N
1 6 0 mM N
T N T (m g /L )
t = 0 h o u r s
1 10
10 8
1 14
1 10
1 13
M e a n S t a n d a r d
D e v i a t i o n
1 18 114 4
1 13 1 11 2
1 16 1 15 1
1 1 1 H I 1
1 15 1 14 1
C o n t r o l
0 0 0 mM N
0 2 0 mM N
0 8 0 m M N
1 6 0 m M N
t= 2 5 h o u r s
1 10
0
0
0
0
10 8
1
1
1
0
109
0
0
0
0
1
0
0
0
0
C o n t r o l
0
.
0 0 m M N
0 2 0 m M N
0 80 mM N
1 6 0 m M N
t= 4 8 h o u r s
1 18
0
0
0
0
1 12
0
0
0
0
115
0
0
0
0
3
0
0
0
0
C o n t r o l
0 0 0 mM P
0 2 0 mM P
0 90 mM P
1 70 mM P
t = 0 h o u r s
1 06
1 1 1
10 9
1 1 1
10 8
10 8
1 1 1
10 8
10 7
10 8
10 7
11 1
10 8
10 9
10 8
1
0
0
2
0
C o n t r o l
0 0 0 m M P
0 20 mM P
0 90 m M P
1 70 m M P
t = 25 h o u r s
1 14
9
15
17
8
10 4
16
17
15
6
109
13
16
16
7
•
Co n t r o l
0 0 0 mM P
0 2 0 m M P
0 9 0 m M P
1 7 0 m M P
t = 4 8 h o u r s
1 2 1
0
0
0
0
114
0
0
0
0
11 8
0
0
0
0
3
0
0
0
0
76
A m m o n i a C o n c e n t r a t i o n s
M o l a s s e s C o - S u b s t r a t e
N u t ri e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 . 0 m M N
0 2 m M N
0 . 8 m M N
1 6 m M N
N H 3 - N (m g / L )
t = 0
5 5
4 7
2 6 2 6
1 13 1 15
2 13 2 2 3
St a n d a r d
M e a n D e v i a t i o n
5 0
6 2
2 6 0
1 14 1
2 18 5
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 8 mM N
1 6 m M N
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 8 m M N
1 6 m M N
t = 2 5 h o u r s
8
9
2 8
10 9
2 17
t = 7 3 h o u r s
8
10
17
1 14
19 1
6
10
2 7
1 14
2 12
7
7
15
10 0
2 0 7
7
10
2 8
1 12
2 15
8
9
16
10 7
19 9
1
1
1
3
3
1
2
1
7
8
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 mM N
0 . 8 mM N
1 6 m M N
t= 14 4 . 5 h o u r s
9 9 9 0
9 8 9 1
2 6 2 3 2 5 2
14 7 10 7 12 7 2 0
2 2 2 2 14 2 18 4
7 7
A m m o n i a C o n c e n t r a t i o n s
M o l a s s e s C o - S u b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a t i o n
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
0 9 m M P
1 7 m M P
N H 3 - N (m g / L )
t = 0
9 4 9 1
9 0 9 3
94 94
9 2 94
94 9 0
S t a n d a r d
M e a n D e v i a t i o n
9 3 2
9 2 2
9 4 0
9 3 1
9 2 2
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
0 9 mM P
1 7 mM P
t = 2 5 h o u r s
9 1
9 6
9 4
9 5
9 6
9 1
9 8
9 3
9 6
9 7
9 1
9 7
9 4
9 6
9 7
0
1
1
1
1
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
0 9 m M P
1 7 mM P
t = 73 h o u r s
9 2
9 1
88
8 8
88
8 9
8 5
8 7
8 8
8 8
9 1
8 8
8 8
8 8
8 8
2
3
1
0
0
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
0 9 mM P
1 7 m M P
t = 14 4 . 5 h o u r s
9 6 9 8 9 7 1
9 8 9 7 9 8 1
10 3 9 8 10 1 3
100 10 2 10 1 1
9 9 10 1 10 0 1
7 8
P h o s p h a t e C o n c e n t r a ti o n s
M o l a s s e s C o - Su b s t r a t e
N u t r i e n t
C o n c e n t r a ti o n
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 mM N
0 8 mM N
1 . 6 mM N
P 0 4 - 2 (m g /L )
t = 0
3 1E + 0 2 3 3E + 0 2 3 2E + 02
3 2 E - K )2 3 3E + 0 2 3 3E + 02
3 0 E + 0 2 3 5E + 0 2 3 3E + 0 2
3 1E - K )2 3 2 E + 0 2 3 2 E + 0 2
3 2 E + 0 2 3 3E + 0 2 3 3E + 02
S t a n d a r d
M e a n D e v i a ti o n
l OE + 0 1
5 0E - K )0
2 5 E - H ) 1
5 0 E + 0 0
5 0 E + 0 0
C o n t r o l
0 0 mM N
0 2 mM N
0 8 m M N
1 6 mM N
t= 25 h o u r s
3 5E + 0 2 2 9 E + 02 3 2 E + 0 2 3 0E + 0 1
2 . 9 E + 0 2 3 0 E + 0 2 3 0 E + 0 2 5 0E + 0 0
3 0E - K )2 2 9 E + 0 2 3 . 0 E + 0 2 5 0E + 0 0
3 2E + 0 2 2 . 9 E + 0 2 3 1E + 0 2 1
.
5E + 0 1
3 0E + 0 2 3 0 E + 0 2 3 0 E + 0 2 O OE + 0 0
C o n t r o l
0 0 m M N
0 2 m M N
0 8 m M N
1 6 m M N
t= 73 h o u r s
3 3 E + 0 2 2 9 E + 0 2 3 1E + 0 2 2 0E - K ) 1
3 0E + 0 2 2 9 E + 0 2 3 0 E + 0 2 5 0E + 0 0
2 8E + 0 2 2 7 E - K )2 2 8 E + 0 2 5 0E + 0 0
3 1E + 0 2 2 8 E + 0 2 3 0 E + 0 2 1 5E + 0 1
2 9E + 0 2 2 7 E + 0 2 2 8 E + 0 2 l OE + 0 1
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
0 9 mM P
1 7 mM P
t = 0 h o u r s
2 0E + 0 1 3 0 E + 0 1 2 5E + 0 1 5 0E + 0 0
l OE + 0 1 l OE + 0 1 l OE + 0 1 O OE + 0 0
2 0 E + 0 2 1 7E + 02 1 9 E + 0 2 1 5E + 0 1
8 4E + 0 2 8 6 E + 02 8 5E + 0 2 l OE + 0 1
1 7E + 0 3 1 6E + 0 3 1 7 E + 0 3 4 5E + 0 1
C o n t r o l
0 0 mM P
0 2 mM P
0 9 m M P
1 7 mM P
t = 25 h o u r s
2 0 E + 0 1 2 0E + 0 1 2 0 E + 0 1 O OE + 0 0
l OE + 0 1 3 0E + 0 1 2 0E + 0 1 l OE + 0 1
1 9 E + 0 2 1 6E + 0 2 1 8E + 0 2 1 5E + 0 1
8 1E + 0 2 8 5E + 0 2 8 3E + 0 2 2 0 E + 0 1
1 5E + 0 3 1 7E + 0 3 1 6E + 0 3 5 5 E + 0 1
C o n t r o l
0 0 m M P
0 2 m M P
0 . 9 m M P
1 7 m M P
t = 73 h o u r s
l OE + 0 1 l OE + 0 1 l OE + 0 1 O OE + 0 0
l OE + 0 1 l OE + 0 1 l OE + 0 1 O OE + 0 0
1 5E + 0 2 1 2 E + 0 2 1 4 E + 0 2 1 5E + 0 1
7 0E + 0 2 7 4 E + 0 2 7 2 E + 0 2 2 0 E + 0 1
1 2E + 0 3 1 5E + 0 3 1 4 E+ 0 3 1 4 E + 0 2
7 9
A P P E N D I X B
K IN E T I C M O D E L I N G D A T A
80
K i n e t i c M o d e l i n g
T N T T r a n s f o r m a t i o n E x p e r i m e n t s
R e a c t o r t i m e (h o u r s )
0
T N T (m g /L )
3 5 5 2 5 10 2 3 5 4 5 2 5
M e a n
S t a n d a r d D e v i a t i o n
1 0 1
10 1
1 0 . 1
0 0
6
.
0
6
.
0
6 . 0
0 0
4 . 5
4
.
5
4 5
0 . 0
3 , 0
3 0
3 0
0 0
1 1
1 1
1 1
0 0
0 1
0 1
0 1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
M e a n
St a n d a r d D e v i a t i o n
9 3
9 2
9 2
0 0
6 . 2
6 2
6 2
0 0
4 6
4 6
4 6
0 0
3 3
3 3
3 3
0 0
1 3
1 3
1 3
0 0
0 1
0 . 1
0 1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
M e a n
St a n d a r d D e v i a t i o n
2 2 6
2 2 5
2 2 6
0 0
15 9
16 1
16 0
0 1
0 0
0 0
0 0
0 0
9 1
9 1
9 1
0 0
4 3
4 4
4 3
0 1
0 3
0 4
0 3
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
M e a n
St a n d a r d D e v i a t i o n
2 3 4
2 3 2
2 3 3
0 1
17 . 3
17 3
17 3
0 0
12
.
9
1 2 9
12 9
0 0
9 9
9 9
9 9
0 0
4 3
4 3
4 3
0 0
0 2
0 2
0 2
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
M e a n
St a n d a r d D e v i a t i o n
4 3 4
4 3 4
4 3 4
0 . 0
3 4 2
3 4 2
3 4 2
0 0
2 7 4
2 7 5
2 7 4
0 . 0
2 3 3
2 3 3
2 3 3
0 0
12 8
1 3 1
1 2 9
0 . 2
2 2
2 3
2 2
0 0
0 . 1
0 1
0 1
0 0
M e a n
St a n d a r d D e v i a t i o n
4 4 8
4 4 9
4 4 8
0 0
3 6 1
3 6 1
3 6 1
0 0
3 1 . 0
3 1 0
3 1 0
0 . 0
2 6 0
2 6 0
2 6 0
0 . 0
1 5 0
14 8
14 . 9
0 1
3 9
3 9
3 9
0 0
0 2
0 2
0 2
0 0
8 1
K i n e t i c M o d e l i n g
T N T T r a n s f o r m a t i o n D a t a
T N T (m g / L )
•
S a m p l e t i m e (h o u r s )
0 2 3 5 5 2 5 10 2 3 5 4 5 2 5
7 6 9 6 6 5 1 5 1 7 4 6 0 2 8 0 14 7 6 6
6 9 6 6 5 0 5 1 7 4 6 1 2 7 3 14 8 6 5
M e a n 6 9 6 6 5 0 5 1 7 4 6 . 1 2 7 7 14 8 6 5
S t a n d a r d D e v i a t i o n 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1
8 6 7 0 5 7 7 4 8 7 4 1 6 2 5 6 8 1 1 1
6 7 0 57 7 4 8 6 4 1 6 2 5 8 8 2 1 1
M e a n 6 7 0 5 7 7 4 8 7 4 1 6 2 5 7 8 1 1 1
St a n d a r d D e v i a t i o n 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
9 8 6 6 6 6 2 5 7 3 4 2 5 2 0 2 1 9 0 4
8 6 9 6 6 3 5 7 4 4 2 5 2 0 9 1 9 0 4
M e a n 8 6 8 6 6 2 5 7 3 4 2 5 2 0 6 1 9 0 4
St a n d a r d D e v i a t i o n 0 1 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0
10 8 1 5 5 6 9 5 5 6 4 7 6 2 6 6 6 6 0 6
8 1 4 5 7 0 5 5 6 4 8 7 2 6 2 6 6 0 5
M e a n 8 1 4 5 6 9 5 5 6 4 8 2 2 6 4 6 6 0 6
St a n d a r d D e v i a t i o n 0 0 0 0 0 0 0 5 0 2 0 0 0 0
8 2
K i n e t i c M o d e l i n g -
K i n e t i c P a r a m e t e r C a l c u l a t i o n s
X T N T o r o / X 1/ T N T o X / r o
m g/ L (m g /L ) (h o u r - 1)
9 2 0 6 0 3 10 1 0 0 2 7 0 0 99 3 7 7
8 0 7 8 3 9 9 2 0 0 2 2 0 10 8 4 5 5
7 9 12 0 1 2 2 6 0 04 9 0 04 4 2 0 4
8 1 3 3 8 4 2 3 3 0 04 4 0 04 3 2 2 8
9 0 9 5 12 4 3 4 0 0 6 0 0 02 3 16 7
10 2 5 9 7 4 4 8 0 0 50 0 02 2 19 9
9 0 5 8 14 69 6 0 0 6 7 0 0 14 15 0
8 7 6 2 3 7 6 7 0 0 0 7 1 0 0 1 5 14 1
13 1 2 5 1 86 8 0 0 7 6 0 0 12 13 2
12 6 2 5 9 8 1 4 0 0 6 9 0 0 12 14 5
L i n e w e a v e r - B u r k
A n a l y s i s
r o /X
(ho u r - 1 )
0 0 2 5
0 0 2 3
0 0 4 3
0 0 4 3
0 0 5 8
0 0 5 9
0 0 6 9
0 0 6 8
0 0 7 3
0 0 7 2
N o n l in e a r M u l t i p l e
R e g r e s s i o n
r o / X
(h o u r - 1)
0 . 0 2 59 1
0 0 2 4 2 7
0 0 4 3 1 7
0 0 4 3 9 6
0 0 5 8 3 4
0 0 5 9 0 4
0 0 6 8 0 4
0 0 6 7 3 3
0 . 0 7 19 7
0 0 7 0 8 9
L i n e w e a v e r - B u r k
R e g r e s s i o n O u t p u t :
C o n s t a n t 1 0 19 3 9
St d E r r o f Y E s t 2 0 16 7
R Sq u a r e d 0 9 6 9 8 5
N o o f O b se r v a t i o n s 10
D e g r e e s o f F r e e d o m 8
4 /q m a x
X C o e f fi c i e n t ( s )
St d E r r o f C o e f
30 0 17 1 = K n i / q m a x
1 8 7 1 2 3
♦ I n i t i a l r a t e s ( r o ) f o r r e a c t o r s 1 - 6 w e r e c a l c u l a t e d u s i n g t h e d i f e r e n c e s i n m e a n
T N T c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n 0 a n d 2 h o u r s I n i t a l r a t e s f o r r e a c t o r s 7 - 10
u t i l i z e d 0 a n d 3 5 h o u r T N T c o n c e n t r a t i o n s
8 3
#
L i n e w e a v e r - B u r k P l o t
o
4 0 . 0 -
3 0 . 0
2 5 . 0 -
l O. O -
0 . 0 0 . 1 0 . 1
1 /T N T o [(m g /L )- l ]
« D a t a
R e g r e s s io n L i n e
0
.
2
8 4
#
K i n e t i c E x p e r i m e n t s
B i o m a s s D a t a a n d C a l c u l a t i o n s
A b s o r b a n c e
@6 0 0 n m
0 2 14
0 4 4 2
0 5 1 1
0 7 0 8
B i o m a s s (X )
(m g /L )
2 4
6 8
6 8
12 0
B i o m a s s E x p e r im e n t
R e g r e s s i o n O u t p u t :
C o n s t a n t 0
St d E r r o f Y E s t 0 0 6 5 9 3
R S q u a r e d 0 8 9 5 3 8
N o o f O b s e r v a t i o n s 4
D e gr e e s o f F r e e d o m 3
l OA
l O B
12 5 A
2 5 B
5 0 A
5 0 B
7 5 A
7 5 B
l OOA
l OOB
A b so r b a n c e
@6 0 0 n m
0 4 9 8
0 4 3 7
0 4 2 8
0 4 4
0 4 9 2
0 5 5 5
0 4 9
0 4 74
0 7 1
0 6 83
X
m g/ L
9 2 0 6 0 3
8 0 7 8 3 9
7 9 . 12 0 1
8 1 3 3 84
9 0 9 5 12
10 2 59 7
9 0 5 8 14
8 7 6 2 3 7
13 1 2 5 1
12 6 2 5 9
X C o e f i c i e n t ( s )
St d E r r o f C o ef
0 0 0 6 3 9 = A b s @60 0 n m /X i n m g /L
0 0 0 0 4 2
•
8 5
A P P E N D IX C
A C T I V A T E D SL U D G E K I N E T I C D A T A
#
86
A c t iv a t e d Sl u d g e E x p e r i m e n t
T N T C o n c e n t r a t i o n s
S a m p l e
A l
A 2
A 3
M l
M 2
M 3
T INT (m g / L ) T N T (m g /L )
t = 0 h o u r s
1 0 6
10 5
10 6
10 4
10 6
10 6
t = 2 . 5 h o u r s
M e a n
10 6
10 5
10 6
10 4
106
10 7
10 6
10 5
106
10 4
10 6
10 6
St a n d a r d
D e v i a ti o n
0 0 4
0 10
0 15
0 0 5
0 14
0 4 1
t = 1
.
5 h o u r s
7 4
7 9
7 8
8 8
9 0
8 8
t = 4 h o u r s
M e a n
7 4
7 9
7 8
88
9 0
8 8
7 4
7 9
7 8
88
90
88
S t a n d a r d
D e v i a ti o n
0 0 4
0 0 8
0 0 3
0 0 4
0 00
0 14
#
A l
A 2
A 3
M l
M 2
M 3
59
6 6
63
7 7
82
83
t = 8 . 5 h o u r s
5 8
67
6 2
7 8
8 3
8 1
5 9
6 6
6 2
7 8
8 2
8 2
0 4
0 3
0 3
0 7
0 2
0 9
4 1
4 5
4 6
7 1
7 6
7 0
t = 2 2 . 5 h o u r s
4 1
4 5
4 6
7 1
7 5
7 1
4 1
4 5
4 6
7 1
7 5
7 1
0 0 7
0 2 3
0 19
0 18
0 54
0 3 7
A l
A 2
A 3
M l
M 2
M 3
2 3
2 5
2 6
4 5
4 7
4 9
2 3
2 5
2 6
4 5
4 8
4 9
2 3
2 5
2 6
4 5
4 7
4 9
0 0 2
0 0 4
0 1 1
0 0 6
0 22
0 0 3
12
17
13
2 9
3 5
37
12
17
14
3 0
3 5
3 6
12
17
13
3 0
3 5
3 6
0 0 3
0 0 6
0 . 0 7
0 17
0 0 2
0 . 18
A l
A 2
A 3
M l
M 2
M 3
A b s @6 0 0 n n i
0 6 7 5
0 3 9 5
0 4 0 7
0 4 6 6
0 4 4 9
0 44 4
B i o m a s s (X )
( m g /L )
10 5 56 8
6 1 7 76 7
6 3 6 53 4
72 8 80 8
70 2 22 1
6 9 4 4 0 1
r o / X *
(h o u r - 1 )
0 2 06 9 6
0 2 83 2 7
0 2 9 78 6
0 14 8 13
0 14 6 8 3
0 17 3 5 9
* I n i t i a l r a t e s (r o ) w e r e c a l c u l a t e d w i t h th e T N T c o n c e n t r a t i o n s
a t t = 0 a n d t = 1 5 h o u r s
8 7
s t a t i s t i c a l D a t a
A c t i v a t e d S lu d g e E x p e r i m e n t
T N T T r a n s f o r m a t i o n R a t e s
A c t i v a t e d N a t i v e So i l
Sl u d g e C o n s o r t i u m
(h o u r - 1 ) (h o u r - 1 )
0 2 0 7 0 14 8
0 2 8 3 0 14 7
0 2 9 8 0 17 4
t - T e s t T w o S a m p l e A s s u m i n g E q u a l V a r i a n c e
V a r i a b l e 1 V a r i a b l e 2
M e a n
V a ri a n c e
O b se r v a t i o n s
P o o l e d V a ri a n c e
H yp o t h e s i z e d M e a n D i f f e r e n c e
d f
t
P (T < = t ) o n e - t a i l
t C ri t i c a l o n e - t a i l
P (T < = t ) t w o - t a i l
t C ri t i c a l t w o - t a il
0 2 6 2 6 6 6 7 0 15 6 3 3 3 3
0 0 0 2 3 8 0 3 0 0 0 0 2 3 4 3
3 3
0 0 0 13 0 7 3
0
4
3 6 0 18 19
0 0 1 13 6 0 7
2 13 18 4 6 8
0 0 2 2 7 2 13
2 7 7 6 4 4 5 1
8 8
